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Estudio y caracterización funcional de la interacción de la E3 ligasa CRL4Cdt2 
con el complejo regulador de la cromatina G9a GLP 
 La formación y progresión de tumores está regulada en última instancia por la 
abundancia y la actividad de factores proteicos oncogénicos o supresores 
tumorales. En línea con esto se ha demostrado que la proteólisis irregular de 
factores proteicos implicados en la regulación del ciclo celular, la transcripción 
génica y la apoptosis contribuye a la transformación oncogénica y a la 
carcinogénesis. En células eucariotas, la homeostasis proteica está finamente 
regulada por el Sistema Ubiquitina/Proteosoma (Ubiquitin Proteosome System, 
UPS), que consiste en una compleja red enzimática encargada de transferir 
moléculas de ubiquitina a un sustrato y de este modo promover su degradación a 
través del proteosoma o modular su ubicación espacio temporal en una vía celular 
determinada. Por lo tanto, el estudio a nivel molecular de la cascada de 
ubiquitinación, junto con el desarrollo de compuestos que modulan componentes 
específicos del UPS, podrían facilitar el desarrollo y mejoramiento de nuevos y 
mejores tratamientos de distintas patologías. En este sentido, las ligasas de 
ubiquitina (o E3s) son excelentes candidatas debido a que estas enzimas son los 
efectores finales de la cascada de ubiquitinación y dictan la especificidad de la 
maquinaria del UPS. La E3 ligasa CRL4Cdt2 desempeña un rol fundamental en la 
regulación de la replicación y reparación del ADN, en condiciones normales como 
así también en respuesta al daño al ADN. Diferentes evidencias indican que las 
alteraciones en los niveles de CRL4Cdt2 pueden contribuir a la aparición y progresión 
del cáncer. Todos los sustratos conocidos de CRL4Cdt2 tienen un dominio PIP 
(PCNA Interacting Protein) que interactúa con PCNA (Proliferating Cell Nuclear 
Antigen) asociado a la cromatina, y es precisamente la unión de los sustratos a 
PCNA lo que asegura su degradación. Por este motivo, con el objeto de identificar 
nuevos sustratos de CRL4Cdt2 que permitan ahondar en el mecanismo molecular de 
acción de este complejo, se realizó una purificación por afinidad en tándem de Cdt2 
sobre-expresado y posterior espectrometría de masa en tándem en la fracción 
cromatínica. A partir de estos resultados se escogieron distintos candidatos teniendo 
en cuenta la frecuencia de aparición de los mismos en las distintas purificaciones y 
se logró validar la interacción de Cdt2 sobre-expresado en la cromatina con G9a y 
GLP. Estas proteínas son metiltransferasas de histonas que catalizan la mono y la 
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dimetilación de la Histona 3 en la Lisina 9, esta marca epigenética se encuentra 
relacionada con silenciamiento transcripcional y es indispensable para la 
constitución de la heterocromatina. Debido a que G9a tiene la capacidad de metilar 
también proteínas no histónicas realizamos un análisis de modificaciones 
postraduccionales de Cdt2 en una línea control y en líneas knockout que no 
expresan G9a y GLP (generadas por el sistema CRISPR/Cas9), donde no se 
encontraron péptidos de Cdt2 metilados diferencialmente en la línea control, aunque 
se requieren estudios adicionales y más detallados para obtener una respuesta más 
sólida y definitiva. 
Logramos identificar y validar la interacción de Cdt2 con otras dos proteínas 
que interactúan con el complejo G9a/GLP y median su interacción con el ADN. 
Utilizando ARN de interferencia de Cdt2 comprobamos que la vida media de las 
proteínas que forman parte de este complejo no se encuentra regulada por esta E3 
ligasa, así como tampoco la localización subcelular. Debido a que el silenciamiento 
de Cdt2 ocasiona re-replicación e inestabilidad genómica, desarrollamos también 
una línea celular que no expresa Cdt2 endógeno y expresa una construcción Cdt2-
Flag que es inducible con doxiciclina. Los experimentos de vida media en diferentes 
clones de esta línea celular confirmaron los resultados obtenidos con ARN de 
interferencia.  
Por último, es importante destacar que CRL4Cdt2 también cumple un rol 
importante en la regulación de la respuesta celular a estrés genotóxico. Asimismo, 
recientemente se ha reportado que G9a interviene en la regulación de la respuesta 
al daño al ADN. Por lo tanto, estamos actualmente estudiando si la interacción 
funcional entre CRL4Cdt2 y G9a/GLP posee una función importante en la modulación 
de la respuesta celular a distintos daños. En este sentido hemos obtenidos 
resultados preliminares muy alentadores. Esperamos que en estudios posteriores 
podamos ahondar en la caracterización molecular del eje CRL4Cdt2/G9a y la función 
que cumple en el control de la integridad genómica. 
 




Study and functional characterization of the interaction of the E3 ligase 
CRL4Cdt2 with the chromatin remodeling complex G9a/GLP 
The formation and progression of tumors is ultimately regulated by the 
abundance and activity of oncogenic protein factors or tumor suppressors. 
Accordingly, aberrant proteolysis of substrates involved in the regulation of cell cycle, 
gene transcription, and apoptosis has been shown to contribute to carcinogenesis. In 
eukaryotic cells, protein homeostasis is tightly regulated by the Ubiquitin Proteasome 
System (UPS), which consists of a complex enzymatic network responsible for 
transferring molecules of ubiquitin to a substrate and thereby promote its 
degradation through proteasome or modulate its spatio-temporal localization in a 
specific cell pathway. Therefore, the molecular study of ubiquitination cascades, 
together with the development of compounds that modulate specific components of 
the UPS, could facilitate the development and improvement of new and better 
strategies for the treatment of different pathologies. Accordingly, the ubiquitin ligase 
protein group (or E3s) represents an excellent candidate, because these enzymes 
are the final effectors of the ubiquitination cascade and thus dictate the specificity of 
UPS machinery. E3 ligase CRL4Cdt2 plays a key role in the regulation of DNA 
replication and repair, in normal conditions as well as in response to DNA damage. 
Different lines of evidence indicate that alterations in the levels of CRL4Cdt2 may 
contribute to the onset and progression of cancer. All known substrates of CRL4Cdt2 
have a PIP domain (PCNA Interacting protein) that interacts with PCNA (Proliferating 
Cell Nuclear Antigen) associated with chromatin, and it is precisely the binding of the 
substrates to PCNA which ensures its timely degradation. Hence, with the aim to 
gain further insight into the molecular mechanisms of action of CRL4Cdt2, we 
performed a tandem affinity purification of overexpressed Cdt2 and subsequent 
tandem mass spectrometry using only the chromatin cellular fraction. Using this 
strategy, among the most abundant putative Cdt2 protein interacting factors, we 
identified and validated the interaction between overexpressed Cdt2 and G9a/GLP. 
These two proteins are histone methyltransferases that catalyze the mono and 
dimethylation of Histone 3 in Lysine 9, which plays an important role in the 
transcriptional silencing process and is necessary for heterochromatin domains 
formation. G9a has also the ability to methylate non-histone proteins, and for this 
reason we performed post-translational modifications analysis of Cdt2 on knockout 
cell lines that do not express G9a and GLP, that were generated by the 
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CRISPR/Cas9 system. So far, we do not find significant differences between normal 
and knockout cell lines although further and more detailed studies are required to 
obtain a more robust and definitive answer. 
We were able to identify and validate the interaction of Cdt2 with two other 
proteins that interact with the G9a/GLP and mediate their interaction with the DNA. 
Using interference RNA against Cdt2, we found that CRL4Cdt2 does not regulate the 
half-life of the G9a/GLP protein complex, neither its subcellular localization. Because 
Cdt2 silencing causes re-replication and genomic instability, we also developed a 
cell line that does not express endogenous Cdt2 but harbors a doxycycline inducible 
Cdt2-Flag construct that allowed us to perform half-life experiments without affecting 
overall cellular homeostasis. Using different clones, we confirmed the results 
obtained with small interfering RNA.  
Finally, as mentioned before, it is well established that CRL4Cdt2 plays an 
important role in the regulation of the genotoxic stress response. Accordingly, recent 
reports indicate that G9a also intervenes in the regulation of the response to DNA 
damage. Therefore, we are currently studying whether the functional interaction 
between CRL4Cdt2 and the G9a/GLP complex plays an important role in the 
modulation of the cellular response to different DNA damage agents. In this regard, 
we have obtained very encouraging preliminary results. Further studies are required 
to unveil the specific and intricate molecular mechanism of action of the 
CRL4Cdt2/G9a axis and its role in the control of genomic stability. 
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La ubiquitinación  
La ubiquitinación es una modificación post-traduccional que media la unión de 
ubiquitina a un sustrato (1). Está ampliamente demostrado que la ubiquitinación regula un 
amplio rango de mecanismos biológicos, entre los que se encuentran la degradación de 
proteínas (2, 3), la endocitosis (4), la progresión del ciclo celular (5, 6), la reparación del ADN 
(7), la transcripción y la traducción (8-10), entre otros. La desregulación de cualquier 
componente de este complejo sistema está estrechamente relacionada con diversas 
enfermedades humanas, como el cáncer, la autoinmunidad, la neurodegeneración y las 
enfermedades infecciosas (11-13). 
La ubiquitina es una proteína de 76 aminoácidos que adopta una conformación 
globular y se encuentra altamente conservada en los eucariotas (14). La ubiquitinación de 
proteínas necesita la acción conjunta de tres enzimas diferentes que actúan en modo 
secuencial. Una enzima E1 debe activar primero a la ubiquitina, mediante una reacción 
dependiente de ATP en donde se genera un intermediario tioéster (E1-S-Ub). En esta 
reacción, la E1 forma un enlace covalente entre el extremo C-terminal de la ubiquitina y un 
residuo de cisteína en su sitio activo. La ubiquitina pasa desde el sitio activo de la E1 al 
siguiente miembro de la cascada, la E2 o enzima de conjugación de ubiquitina. Finalmente, 
la E3 ligasa transfiere la ubiquitina activada desde la E2 a la lisina del sustrato proteico (15). 
En mamíferos, la cascada de ubiquitinación cuenta con dos enzimas E1 de activación (UBA1 
y UBA6) (16-18) y aproximadamente 40 enzimas E2 de conjugación. Las enzimas E2 de 
conjugación le proporcionan la ubiquitina activada a las más de 600 E3 ligasas conocidas 
(19). Además, las células contienen isopeptidasas, denominadas deubiquitinasas (DUBs), 
que escinden la ubiquitina de los sustratos o modifican las cadenas de ubiquitina. El genoma 
humano codifica para cerca de 100 enzimas DUBs, que exhiben especificidad por diferentes 




Figura 1. Cascada de ubiquitinación. La ubiquitina (Ub) es activada por la enzima E1 de activación en un paso 
dependiente de ATP. Se genera un intermediario tioéster E1-S-Ub. La ubiquitina es luego transferida a una 
enzima E2 de conjugación (E2-S-Ub) y finalmente al sustrato, a través de una E3 ligasa. Estas reacciones 
enzimáticas se repiten y los residuos de ubiquitina se unen secuencialmente generando una cadena de 
poliubiquitina. El sustrato poliubiquitinado es reconocido y degradado por el proteosoma 26S. Las enzimas 
deubiquitinasas (DUBs) escinden la ubiquitina de los sustratos y son las responsables de reciclar las moléculas 
de ubiquitina. 
La ubiquitina contiene 7 residuos de lisina, que recubren toda la superficie de la 
proteína y apuntan a distintas direcciones, mediante los cuales distintas moléculas de 
ubiquitina pueden unirse para el ensamblado de cadenas de poliubiquitina (22). Los 
distintos tipos de unión entre los residuos de lisina de una ubiquitina con el C-terminal de la 
ubiquitina siguiente dan lugar a diferentes tipos de cadenas. Precisamente, la topología de 
la cadena de ubiquitina es la que determina el destino de los sustratos (Figura 2) (23). 
Mientras que las cadenas formadas mediante la unión consecutiva de ubiquitinas a través 
de la lisina 48 pueden desencadenar la degradación proteosomal del sustrato (2, 24), las 
proteínas que contienen cadenas unidas a través de la lisina 63 pueden modificar su destino 
en diferentes vías de señalización celular (25, 26). También existen otros tipos de enlaces de 
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ubiquitina, entre los que pueden mencionarse las mezclas heterogéneas de enlaces que dan 
lugar a cadenas  heterotípicas (ramificadas), pero su significado biológico aún no es muy 
claro (27-29). La monoubiquitinación de proteínas, que implica la unión de una única 
molécula de ubiquitina en un único sitio o en varios lugares, puede estar involucrada tanto 
en la endocitosis como en la señalización celular (30, 31). 
Por lo tanto, debido a la alta complejidad del sistema, la ubiquitinación de proteínas 
puede producir una gran diversidad de cambios funcionales.  
 
Figura 2. Topología de ubiquitinación. Existe una gran diversidad de formas en las que la ubiquitina puede unirse 
a los sustratos. La unión de una única molécula de ubiquitina en uno o en varios lugares se denomina, 
monoubiquitinación o multi-monoubiquitinación. La poliubiquitinación puede formar cadenas heterotípicas 
(están involucradas distintos tipos de uniones entre las moléculas de ubiquitinas) u homotípicas (tienen el 
mismo tipo de unión entre las ubiquitinas). La topología de la modificación determina el destino del sustrato. 
UBLs (Ubiquitin-Like Proteins) 
Además de la ubiquitina, se identificaron otras proteínas relacionadas en su 
secuencia, estructura o función, que se conocen como UBLs (por su nombre en inglés, 
Ubiquitin-Like Proteins). Existen 17 UBLs de nueve clases filogenéticamente distintas 
(NEDD8, SUMO, ISG15, FUB1, FAT10, Atg8, Atg12, Urm1, and UFM1) que pueden modificar 
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post-traduccionalmente distintas proteínas (32). Las UBLs se conjugan a sus sustratos de 
una manera similar a la ubiquitina, pero tienen consecuencias funcionales muy diferentes 
(33). La conjugación de distintas UBLs puede modificar la actividad o la localización 
subcelular de un sustrato, pero no puede promover su degradación (34).  
Las E3 ligasas 
 Como se describió anteriormente, la organización de la cascada de ubiquitinación es 
jerárquica. Una única enzima E1 de activación activa la ubiquitina, y la combinación de 
algunas E2 de conjugación con los centenares de E3 ligasas, catalizan la ubiquitinación de 
innumerable cantidad de proteínas. Dentro de esta cascada enzimática, las E3 ligasas 
desempeñan un papel fundamental en la identificación de los sustratos y, junto con la E2 de 
conjugación, coordinan la unión de ubiquitina a sus sustratos (35). 
Todas las E3 ligasas albergan un dominio de unión a la E2 de conjugación y se 
clasifican en base a la estructura de este dominio y el mecanismo de transferencia de 
ubiquitina. Teniendo esto en cuenta, las E3 ligasas se pueden dividir en 3 clases principales: 
(i) las E3 ligasas HECT (homologous to E6-AP COOH-terminus), que se pueden agrupar con 
las RBR (RING-Between RING-RING); (ii) las E3 ligasas con dominios RING-finger (RING, de su 
nombre en inglés Really Interesting New Gene); y, (iii) la última clase, compuesta por las E3 
ligasas U-box. Cada una de estas familias posee distintos dominios de interacción para 
unirse a las E2 de conjugación. Asimismo, contienen otros dominios para el reclutamiento 
de los sustratos, o son capaces de formar complejos multiproteicos con subunidades que se 
encargan de reconocerlos (36, 37). 
Las E3 ligasas HECT 
Las E3 ligasas que contienen dominios HECT catalizan la transferencia de ubiquitina 
al sustrato mediante una reacción en dos etapas (Figura 3A). La ubiquitina se transfiere 
primero desde la E2 de conjugación a una cisteína catalítica en la E3 para formar una E3 
ligasa tioéster intermedia, y luego desde la E3 ligasa al sustrato. El dominio HECT, altamente 
conservado, está ubicado en el extremo C-terminal de la proteína. Este dominio se 
caracteriza por una arquitectura bilobular: el lóbulo N-terminal interactúa con la E2 de 
conjugación cargada con la ubiquitina, mientras que el lóbulo en el C-terminal contiene la 
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cisteína catalítica. Los dos lóbulos están unidos por una “bisagra flexible” que permite el 
cambio en la orientación durante la transferencia de ubiquitina. Mientras que el dominio 
HECT C-terminal está involucrado en la catálisis, la especificidad de sustrato está 
determinada por la región N-terminal de la E3 ligasa. La actividad catalítica de estas E3 
ligasas a menudo está regulada por interacciones intramoleculares que mantienen a la 
proteína en un estado autoinhibido que se libera en respuesta a varias señales. En humanos, 
existen aproximadamente 30 ligasas HECT (38).  
De acuerdo con el N-terminal, las E3 ligasas HECT pueden clasificarse en tres 
subfamilias: (a) la familia Nedd4, que contiene motivos de triptófano-triptófano (W-W), (b) 
la familia HERC que posee uno o más dominios similares a RCC1 (Regulators of Chromosome 
Condensation 1) (RLDs), y (c) "otras" E3 ligasas HECT que contienen varios dominios (39, 40). 
 Las E3 ligasas RBR 
En analogía con las E3 ligasas HECT, las E3 ligasas RBR (RING-between RING-RING) 
catalizan la transferencia de ubiquitina a través de una reacción en dos etapas donde la 
ubiquitina se transfiere a una cisteína catalítica en la E3 ligasa y luego al sustrato (Figura 3B). 
En estas E3 ligasas, el dominio RING1 recluta a la E2 de conjugación con la ubiquitina 
cargada, y el dominio RING2 posee la cisteína catalítica. Estas E3 ligasas contienen dominios 
adicionales específicos que regulan su actividad, mediante interacciones intramoleculares, 
interacciones proteína-proteína o modificaciones post-traduccionales (41). 
Las E3 ligasas RING-Finger domain 
Las E3 ligasas con dominios RING-finger pertenecen al tipo más abundante de E3 
ligasas (Figura 3C). Estas E3 ligasas se caracterizan por la presencia de un dominio que 
contiene Zinc llamado RING-finger. Este dominio se une con la E2 de conjugación y de este 
modo promueve la transferencia de la ubiquitina al sustrato. Estas E3 ligasas no poseen 
actividad catalítica intrínseca y funcionan como un andamio para orientar la E2 de 
conjugación hacia el sustrato. Las E3 ligasas con dominios RING-finger pueden funcionar 
como monómeros, homodímeros o heterodímeros, y se pueden regular de diferentes 
maneras, incluyendo la modificación post-traduccional por adición de NEDD8, la 
fosforilación y la interacción con moléculas pequeñas (42).  
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Las E3 ligasas Cullin-RING domain (CRLs) 
Dentro de las E3 ligasas con dominios RING-finger, se encuentra la familia de E3 
ligasas Cullin-RING domain (CRLs). En las CRLs, la cullina actúa como una plataforma para el 
ensamblado de este complejo multiproteico. En su extremo N-terminal, la cullina se une a 
proteínas RING-box, que unen a la E2 de conjugación con la ubiquitina cargada. Por otra 
parte, el extremo C-terminal de la cullina interactúa con una proteína adaptadora que 
recluta a los receptores de sustratos (responsables de la especificidad de la E3 ligasa) (Figura 
3D) (43). En humanos, existen 7 cullinas diferentes (CUL1, 2, 3, 4A, 4B, 5 y 7), y cada CRL 
puede ensamblar una E3 ligasa con diferentes receptores de sustrato. Los segmentos N-
terminal de cada cullina se encuentran muy conservados entre las distintas especies, pero 
difieren entre las distintas cullinas. A través de esta región, las distintas cullinas se unen a 
adaptadores diferentes que a su vez interactúan con familias de receptores de sustratos 
distintas. Las cullinas deben ser activadas por la adición de NEDD8 para ser catalíticamente 
activas (44, 45).  
APC/C 
Otra E3 ligasa importante dentro de esta familia es APC/C (Anaphase-Promoting 
Complex/Cyclosome), un complejo multiproteico formado por muchas subunidades. Entre 
ellas se han descripto, una subunidad RING (Apc11) y una subunidad similar a las cullinas 
(Apc2) (46, 47).  
Las E3 ligasas U-box 
Las E3 ligasas con dominios U-box contienen un dominio de unión a la enzima E2 de 
conjugación, que adopta una estructura similar a la de las E3 ligasas con dominio RING, pero 
no contiene Zinc. Los dominios U-box son responsables de unir la E2 de conjugación con la 
ubiquitina cargada y promover la transferencia de la ubiquitina sobre el sustrato (Figura 3E). 
Como las E3 ligasas con dominios RING-finger, las E3 ligasas U-box catalizan la transferencia 
directa de la ubiquitina desde la E2 de conjugación al sustrato. Hay ocho E3 ligasas U-box en 




Figura 3. Familias de E3 ligasas. (A) Las E3 ligasas HECT. (B) Las E3 ligasas RBR. (C) Las E3 ligasas con dominios 
RING-finger. (D) Las E3 CRLs (pertenecen a la clase de E3 ligasas con dominios RING-finger). (E) Las E3 ligasas U-
box. Las E3 ligasas HECT y las RBR contienen una cisteína catalítica que recibe la ubiquitina de la E2 de 
conjugación para formar una E3 ligasa tioéster intermedia y luego la transfieren al sustrato. Las E3 ligasas con 
dominios RING-finger y las U-box catalizan la transferencia directa de la ubiquitina desde la E2 de conjugación al 
sustrato. 
 
La E3 ligasa CRL4Cdt2 cumple un rol clave en el control de la 
replicación del ADN y la proliferación celular 
Como se mencionó anteriormente, dependiendo tanto de la estructura como de la 
secuencia proteica, las E3 ligasas se clasifican en diferentes familias. Entre las E3 ligasas 
eucariotas, las CRLs constituyen la familia más numerosa. En particular, los complejos CRL4 
(Cullina4-RBX1-DDB1-DCAF) emplean a la proteína DDB1 para conectar la Cullina 4 con la 
familia de proteínas DCAFs (DDB1- and Cul4-Associated Factors), que actúan como 
receptores para cientos de sustratos. Cdt2 es un adaptador de sustrato DCAF que se asocia 




Figura 4. Estructura de la E3 ligasa CRL4Cdt2. Las CRLs son E3 ligasas que contienen múltiples subunidades: una 
cullina, una proteína RING finger (RBX1 o RBX2) que se une a la enzima E2, un adaptador y un “receptor de 
sustratos” variable. La E3 Ligasa CRL4Cdt2 (Cul4-DDB1-RBX1) tiene como receptor de sustratos a Cdt2. 
 
La mayoría de los sustratos hasta ahora descriptos de CRL4Cdt2 tienen un dominio PIP 
(PCNA Interacting protein) que interactúa con PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) 
asociado a la cromatina, y es precisamente la unión de los sustratos a PCNA lo que asegura 
su degradación (Figura 5) (51, 52). Sin embargo, se ha encontrado otro sustrato de esta E3 
ligasa, CHK1 (Checkpoint Kinase 1), cuya degradación es independiente de la unión a PCNA y 
ocurre en el nucleoplasma (53).  
 
 
Figura 5. Modelo del mecanismo de acción de la E3 ligasa CRL4Cdt2. La mayor parte de PCNA presente en las 
células se encuentra en la fracción soluble del núcleo (PCNAlibre). (A) Durante la replicación o la reparación del 
daño al ADN, PCNA se une a la cromatina (PCNAADN). (B) Los sustratos de Cdt2 pueden interactuar solo con 
PCNAADN. (C) En un sentido similar la E3 ligasa sólo puede interactuar con sus sustratos cuando estos están 
unidos a PCNAADN. (D) Cdt2 reconoce una estructura que forman el dominio PIP de sus sustratos y PCNAADN, 
restringiendo la ubiquitinación de sus sustratos a la fracción cromatínica. Modificado de Havens & Walter, 2011. 
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Más recientemente, se encontró que CRL4Cdt2 participa de un programa celular 
altamente conservado que controla la salida del ciclo celular y la diferenciación. Se ha 
demostrado que las interacciones funcionales de CRL4Cdt2 están conservadas desde 
nematodos a humanos, poniendo en evidencia el papel fundamental que esta E3 ligasa 
juega en la regulación de una adecuada proliferación celular (54). 
El licenciamiento de los orígenes de replicación 
El licenciamiento de los orígenes de replicación representa uno de los puntos de 
control más importante de la duplicación genómica (55). Este proceso ocurre durante la fase 
G1 del ciclo celular y consiste en el pegado de la helicasa replicativa MCM2-7 
(MiniChromosome Maintenance) al origen de replicación. De este modo, el origen de 
replicación se mantiene en un estado “competente” para su posterior activación durante la 
fase S del ciclo celular. A medida que la replicación del ADN inicia, el complejo MCM2-7 se 
aleja dejando al origen de replicación otra vez en un estado “pasivo”, de modo que pueda 
ser licenciado nuevamente al comienzo del próximo ciclo celular (56). 
Para que el proceso de licenciamiento del ADN tenga lugar se requiere la acción 
conjunta de por lo menos tres proteínas: un complejo multiproteico denominado ORC 
(complejo de reconocimiento del origen), CDC6 (Cell Division Cycle 6) y CDT1. Conforme con 
este modelo, una vez que MCM2-7 ha sido cargado sobre el ADN, ORC, CDC6 y CDT1 ya no 
son necesarios para que MCM2-7 permanezca sujeto a la cromatina y se disocian, dejando 
el origen de replicación en estado “licenciado”. El conjunto de estas proteínas (ORC, CDC6, 
CDT1 y MCM2-7) se denomina complejo pre-replicativo (pre-Replicative Complex, pre-RC, 





Figura 6. Formación del complejo pre-replicativo sobre los orígenes de replicación. En eucariotas, el complejo de 
reconocimiento del origen (ORC) es el responsable de reconocer directamente los orígenes de replicación. 
Después de que el ORC se une a un origen, dos factores, CDC6 y CDT1, son reclutados y tienen la función de 
promover el pegado del complejo MCM2-7. MCM2-7 forma un anillo alrededor de los orígenes de replicación y 
promueve el desenrollamiento de la estructura de doble hélice del ADN gracias a su función helicasa. 
Modificado de Fragkos, et al., 2015. 
La E3 ligasa CRL4Cdt2 y su rol en la replicación y reparación del ADN 
El licenciamiento de los orígenes de replicación es un proceso altamente dinámico y 
debe estar cuidadosamente regulado para garantizar la correcta duplicación cromosómica. 
Entre los sustratos mejor caracterizados de CRL4Cdt2 se encuentra el factor de licenciamiento 
de replicación CDT1 (Cdc10-dependent transcript 1). La degradación de CDT1 ocurre 
constitutivamente durante la fase S del ciclo celular, y este proceso es crítico para prevenir 
el re-licenciamiento de los orígenes de replicación en un mismo ciclo celular. Además, la 
degradación de CDT1 se produce como respuesta al daño al ADN, y participa del proceso de 
reparación que representa un mecanismo esencial para mantener la estabilidad genómica 
(58-61). Se ha demostrado que variaciones de los niveles de Cdt2, y consiguientes 
alteraciones de los niveles de CDT1, son suficientes para provocar serias alteraciones en el 
estado de licenciamiento de las células (62).  
En simultáneo, varias publicaciones reportaron que p21 es un sustrato de Cdt2. En 
estos trabajos se demostró que la estabilización de los niveles de p21 inhibe a la Ciclina-
CDK2, y previene la salida del núcleo e inactivación del factor de replicación CDC6. Por otra 
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parte, hay evidencias que también sugieren que CRL4Cdt2 promueve la reparación del ADN 
regulando los niveles proteicos de p21 (63-65).  
En ausencia de daño al ADN, la E3 ligasa CRL4Cdt2 puede monoubiquitinar 
directamente PCNA en células proliferativas (66). Asimismo, en Caenorhabditis elegans, 
CRL4Cdt2 controla la degradación de Pol ƞ, limitando la síntesis de ADN por translesión que 
lleva a cabo esta polimerasa durante la reparación del ADN, y que puede generar 
mutaciones (67).  
En Drosophila melanogaster, CRL4Cdt2 promueve la degradación del factor de 
transcripción E2F1 durante la fase S del ciclo celular. Al igual que los sustratos hasta ahora 
descriptos, la ubiquitinación de E2F1 requiere la asociación de este con PCNA. El aumento 
de los niveles de este factor de transcripción acelera la progresión de la fase S del ciclo 
celular e induce la apoptosis (68).  
La E3 ligasa CRL4Cdt2 y su rol en la reorganización de la cromatina 
 Además de los mencionados anteriormente, entre los sustratos conocidos de 
CRL4Cdt2 (Figura 7), se encuentra Set8 (PR-Set7 o KMT5A), una metiltransferasa de histonas 
que monometila la lisina 20 de la histona 4. La ausencia de Set8 no sólo afecta la 
condensación de la cromatina, sino que además, arresta a las células en G2 (69). Los niveles 
de expresión de Set8 están regulados por distintas E3 ligasas durante la progresión del ciclo 
celular. Si bien durante G1 los niveles proteicos de Set8 son regulados por APC/CCdh1 y 
CRL1Skp2 (70, 71), la ausencia de Set8 durante la fase S del ciclo celular o después del daño al 
ADN se debe a la acción de la E3 ligasa CRL4Cdt2 (72-76).   
 Recientemente se han identificado nuevos sustratos de CRL4Cdt2 involucrados 
también con el ensamblado de la cromatina. Por un lado, CRL4 Cdt2 regula los niveles 
proteicos de TDG (Thymine DNA Glycosylase). Esta enzima, involucrada en la desmetilación 
del ADN, cumple un rol importante durante la reparación (77, 78). Otro sustrato de la E3 
ligasa CRL4Cdt2 es MMSET (Multiple myeloma SET domain-containing protein), una 





Figura 7. La E3 ligasa CRL4Cdt2 regula los niveles proteicos de varios sustratos. Cdt2 reconoce los sustratos 
indicados y promueve su degradación para regular diversos mecanismos celulares tales como la transcripción, la 
remodelación de la cromatina y la reparación del ADN. Modificado de Abbas & Dutta, 2011. 
La E3 ligasa CRL4 y su interacción con modificadores epigenéticos  
 Los nucleosomas, unidades fundamentales de la cromatina, están formados por ADN 
(aproximadamente 146 pares de bases) y un octámero de histonas (compuesto por un 
tetrámero de histonas H2A y H2B y un tetrámero de histonas H3 y H4). El dominio globular 
de las histonas interactúa con el ADN, mientras que las colas de estas sobresalen del 
nucleosoma y están sujetas a múltiples modificaciones, entre las que se puede mencionar la 
fosforilación, la acetilación, la ubiquitinación y la metilación (80). Las modificaciones de las 
histonas alteran la estructura de la cromatina, y están implicadas en la regulación de la 
expresión génica, la replicación y la reparación del ADN (81). Estudios recientes indican que 
las E3 ligasas CRL4 regulan la metilación de las histonas y, por consiguiente, controlan el 
estado epigenético de las células y la diferenciación (82, 83). 
Por un lado, se encontró que una E3 ligasa CRL4WDR5 regula la metilación de la 
histona 3 en la lisina 4 (H3K4). Al igual que el silenciamiento de WDR5, la inactivación de la 
Cullina4 o de DDB1 por medio de ARN de interferencia reduce drásticamente los niveles de 
mono y trimetilación de la H3K4. La participación funcional de CRL4WDR5 en la metilación de 
la H3K4 respaldan la idea de que la ubiquitinación está sumamente relacionada con la 
regulación dinámica de las marcas epigenéticas en las histonas. Por otro lado, también se 
observó que el silenciamiento de la Cullina4 y DDB1 reducen significativamente los niveles 
de la histona 3 tri-metilada en las lisinas 9 y 27 (H3K9 y H3K27), pero no se determinó cuál 
es el receptor de sustrato involucrado en este proceso, sugiriendo que otra CRL4 podría 
estar implicada en la regulación específica de estos mecanismos epigenéticos (83). 
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Utilizando la levadura como modelo, se pudo determinar que la Cullina4 se asocia 
con una metiltransferasa de histonas (Crl4) para regular el ensamblado de la cromatina, 
mediante la metilación de la Histona 3 en la lisina 9 (H3K9) (82). Asimismo, en Neurospora 
crassa, los componentes de CRL4 son esenciales para la metilación del ADN y para la 
trimetilación en la H3K9 catalizada por la metiltransferasa DIM-5, con la cual CRL4 se 
encuentra asociada (84).  
En línea con lo anterior, CRL4DDB2 también está implicada en la ubiquitinación de la 
histona H2A, que es un requisito previo en la metilación de las histonas H3 y H4 y participa 
en la reparación del ADN (85). Además, la E3 ligasa CRL4  es capaz de ubiquitinar 
directamente la histona 3 y la 4 en respuesta al daño al ADN para promover la reparación 
(86).  
Por todo lo expuesto anteriormente, queda ampliamente demostrada la íntima 
relación entre la E3 ligasa CRL4 y la regulación post-traduccional de histonas, que tiene un 
rol fundamental en la regulación epigenética y en la reparación del ADN. 
Potencial terapéutico de las E3 ligasas en cáncer 
 La formación y progresión de tumores está regulada, en última instancia, por la 
abundancia y la actividad de factores proteicos oncogénicos o supresores tumorales (87). En 
células eucariotas, la homeostasis proteica está finamente regulada por la ubiquitinación, 
que como se mencionó anteriormente, consiste en una compleja red enzimática encargada 
de transferir múltiples moléculas de ubiquitina a un sustrato y, de este modo, promover su 
degradación a través del proteosoma o regular su actividad. Por lo tanto, es de esperar que 
el estudio a nivel molecular de la cascada de ubiquitinación, junto con el desarrollo de 
compuestos que modulan sus componentes específicos, pueda facilitar el desarrollo y 
mejoramiento de tratamientos de distintas patologías (35). En particular, la aprobación del 
inhibidor de proteosoma Bortezomib para el tratamiento de pacientes con mieloma múltiple 
ha puesto en evidencia el gran potencial terapéutico de esta vía enzimática en el 
tratamiento del cáncer (88-91). Sin embargo y a pesar del indiscutible valor de esta clase de 
inhibidores, el mecanismo molecular de acción exacto todavía no ha sido esclarecido en 
detalle. La amplia respuesta biológica y la toxicidad inducida por este tipo de moléculas 
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sugieren que el mejor punto para la intervención terapéutica sería la inhibición de 
componentes más específicos de la cascada de ubiquitinación. En este sentido, el grupo de 
E3 ligasas representa un excelente candidato, debido a que este tipo de enzimas son los 
efectores finales de la cascada de ubiquitinación y, por ende, son responsables de su 
especificidad (35, 92).  
CRL4Cdt2 es un potencial blanco terapéutico en el tratamiento del cáncer 
 La E3 ligasa CRL4Cdt2 tiene un rol fundamental en las células, asegurando una 
adecuada progresión del ciclo celular (48). Por lo tanto, no es sorprendente que diferentes 
evidencias indiquen que alteraciones en los niveles de CRL4Cdt2 contribuyan a la aparición y 
progresión de distintos tipos de cáncer (93). En este sentido, se ha demostrado que la 
expresión de Cdt2 se encuentra frecuentemente elevada en carcinomas hepatocelulares 
agresivos y que sus niveles se correlacionan positivamente con el grado de malignidad de los 
tumores y una baja supervivencia de los pacientes. Otros estudios han demostrado también 
que la expresión de Cdt2 se encuentra elevada en cáncer de mama, gástrico, de ovario y en 
un subconjunto de pacientes con sarcoma de Ewing con pronóstico clínico adverso (93-96). 
En conjunto, estos resultados ponen en evidencia el potencial valor pronóstico de la sobre-
expresión de Cdt2 como biomarcador en una amplia variedad de tipos de cáncer. 
 Es importante remarcar que se ha reportado que la inhibición de la E3 ligasa CRL4Cdt2 
es responsable de los efectos genotóxicos y antitumorales del compuesto MLN4924, un 
inhibidor farmacológico que inactiva todas las E3 CRLs. Estudios clínicos indican que el 
MLN4924 es un nuevo compuesto prometedor para el tratamiento de diferentes tipos de 
cáncer, subrayando el potencial farmacológico y terapéutico de la modulación de la 
actividad de CRL4Cdt2 en el tratamiento del cáncer (97). 
G9a y GLP: los represores de la transcripción génica 
 Dependiendo del estado de condensación, la cromatina se puede clasificar en 
eucromatina y heterocromatina. La eucromatina es la forma no condensada y se asocia con 
las regiones genómicas que son transcripcionalmente activas. La heterocromatina, en 
cambio, está compactada y puede existir en dos formas; (i) facultativa, que participa en la 
expresión génica y (ii) constitutiva, que está silenciada permanentemente. El papel de las 
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modificaciones postraduccionales de las histonas, especialmente la metilación, ha sido un 
tema de investigación en rápido crecimiento en las últimas décadas. Mientras que la 
acetilación de histonas mantiene la transcripción génica activa, la metilación de histonas es 
una marca epigenética que puede promover tanto la activación transcripcional de genes 
como su represión (98).  
Las metiltransferasas de histonas GLP y G9a (codificadas por los genes Ehmt1 y 
Ehmt2) forman un complejo heteromérico y catalizan la mono- y la di-metilación de la 
Histona 3 en la Lisina 9. Esta modificación en las histonas está relacionada con la represión 
transcripcional y con la formación de la heterocromatina, debido a su interacción con HP1 
(Heterochromatin Protein 1) (99, 100). Además, G9a también posee la capacidad de metilar 
otras proteínas y de autometilarse. Esta última modificación es necesaria también para la 
interacción de G9a con HP1 (101, 102). 
 G9a y GLP son proteínas que pertenecen a la familia de metiltransferasas de histonas 
que contienen un dominio SET, y son homólogas en su secuencia y en su estructura (Figura 
8). Ambas proteínas cuentan con un dominio de activación de la transcripción (TAD); un 
dominio rico en cisteínas (Cys); un región que contiene dominios Anquirina (ANK), mediante 
los cuales interactúan con la histona 3 metilada en la lisina 9; y por último, un dominio SET 
mediante el cual estas dos proteínas interactúan (103, 104).  
 
Figura 8. Estructura proteica de G9a y GLP. Estas proteínas cuentan con un dominio de activación de la 
transcripción (TAD); un dominio rico en cisteinas (Cys); una región que contiene dominios Anquirina (ANK); un 
dominio SET en el C-terminal. 
Si bien ambas proteínas tienen actividad metiltransferasa intrínseca, mediante la 
introducción de mutaciones puntuales en sus dominios SET, se ha demostrado que la 
actividad catalítica del complejo G9a/GLP depende sólo de G9a. En este sentido, utilizando 
líneas knockout para la expresión de las metiltransferasas, se verificó que cuando se re-
expresaban estos mutantes catalíticos en la línea que no expresaba G9a, la actividad 
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metiltransferasa no se restituía. En cambio, en la línea que no expresaba GLP (pero sí G9a), 
la reintroducción de los mutantes no catalíticos de GLP era capaz de recuperar los niveles de 
metilación de la histona 3 en la lisina 9 en diferentes proporciones. El porcentaje en el cual 
estos mutantes recuperaban la actividad catalítica se correlacionaba con la capacidad de 
estos de interactuar con G9a (Tabla 1) (105). 
Tabla 1. Mutantes Catalíticos de G9a y GLP. Diferentes mutantes puntuales de G9a y GLP en el dominio SET 
terminal difieren en su capacidad de formar heterodímeros, y también en la capacidad de recuperar la actividad 
catalítica cuando interactúan para la formación de este complejo. Datos reportados por Tachibana, et al., 2008. 
 
El complejo G9a/GLP se localiza en la cromatina debido a interacciones múltiples del 
complejo con otras proteínas que poseen la capacidad de unirse al ADN. Recientemente se 
encontró que ZNF644 y WIZ interactúan con el dominio TAD de G9a y GLP, respectivamente 
(Figura 9A). Estas proteínas contienen múltiples motivos Zinc-finger que reconocen 
secuencias consenso de ADN y median la interacción del complejo con la cromatina (Figura 
9B) (106). Asimismo, se ha reportado que todo el complejo se asocia a los orígenes de 
replicación, que en las células ZNF644 colocaliza con PCNA y que sus niveles en el replisoma 
se correlacionan positivamente con los niveles de G9a/GLP y WIZ (107). En línea con lo 
anterior, se ha descripto que G9a también colocaliza con los orígenes de replicación, y que 
el complejo formado por G9a/GLP es necesario para la metilación de las histonas que se 




Figura 9. El complejo formado por G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. (A) El modelo muestra que el N-terminal de ZNF644 
interactúa con el dominio TAD de G9a, mientras que el C-terminal de WIZ interactúa con el dominio TAD de 
GLP. (B) ZNF644 y WIZ facilitan la localización del complejo G9a/GLP en la cromatina. Tomado de Bian, et al., 
2015. 
G9a y cáncer 
 En los últimos años, se han multiplicado los estudios sobre G9a, evidenciando el rol 
central que esta metiltransferasa cumple en la regulación de numerosos procesos 
biológicos, como la diferenciación y la reparación del ADN. En línea con estas observaciones, 
se ha reportado que los niveles de expresión de G9a se encuentran aumentados en varios 
tipos de tumores y que su silenciamiento, en células cancerosas, inhibe la proliferación, 
conduce a la inestabilidad cromosómica y reduce notablemente el crecimiento tumoral 
(109, 110). Asimismo, se comprobó que la expresión de G9a es necesaria para la correcta 
reparación del ADN y está relacionada con la supervivencia de las células tumorales en 
condiciones de estrés (110-112). En concordancia con lo anterior, publicaciones recientes 
confirman que el uso del inhibidor de G9a (UNC0638), en combinación con dosis bajas de 
agentes que causan daño al ADN, atenúa selectivamente la proliferación de células 
cancerosas, la metástasis y la invasión (113, 114).  
 Por último, se ha observado que G9a está sobre-expresado en carcinomas de células 
escamosas esofágicas, carcinomas hepatocelulares, cáncer de pulmón y de cerebro, 
mieloma múltiple y carcinoma de ovario. Asimismo, en muchos casos se observó que el 
aumento en los niveles de expresión de G9a se correlaciona con un mal pronóstico, como 
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consecuencia del incremento de los niveles de metilación de promotores de genes 
supresores de tumores  (115-120). 
 Todas estas evidencias, confirman que la desregulación de los niveles de expresión 
de G9a podría ser desencadenante de la transformación maligna tumoral de las células 
afectadas. 
Reparación del daño al ADN 
 La integridad genómica y la correcta replicación del ADN son esenciales para 
prevenir mutaciones y reordenamientos cromosómicos, que de lo contrario pueden 
conducir al desarrollo de distintas enfermedades. El daño al ADN es generado por varios 
agentes genotóxicos diferentes, como las especies reactivas de oxígeno, la luz ultravioleta y 
los productos químicos mutagénicos. Estos agentes causan diferentes tipos de daño en el 
ADN, que van desde daños en una base nucleotídica hasta roturas de la doble cadena (DSB, 
de su nombre en inglés double strand breaks). Los DSB se encuentran entre los tipos de 
daño más citotóxicos (121, 122) y la recombinación no homóloga (NHEJ, Non-homologous 
end joining) y la recombinación homóloga (HR, Homologous recombination) representan las 
dos vías principales de reparación de DSB (Figura 10). 
Recombinación no homóloga (NHEJ) 
Esta vía de reparación es relativamente simple y puede tener lugar durante todo el 
ciclo celular. Ambos extremos de la ruptura del ADN se unen primero al heterodímero 
formado por Ku70/Ku80, que recluta la subunidad catalítica de la proteína quinasa 
dependiente de ADN (DNA-PKcs). Si es necesario, los extremos pueden ser recortados por 
nucleasas (como Artemis) o rellenados por ADN polimerasas (como Polμ o Polλ) para crear 
extremos compatibles. Finalmente, el complejo de ligación une los extremos de las cadenas 
de ADN. Este complejo está formado por la ADN-ligasa IV, XRCC4 (X-ray cross-
complementation group 4) y XLF (Xrcc4 like factor)/Cernunnos (123).  
Recombinación homóloga (HR) 
El mecanismo de reparación por recombinación homóloga utiliza la cromátida 
hermana como plantilla para la reparación precisa del ADN dañado, por lo que se puede 
llevar a cabo en las fases S y G2 del ciclo celular, cuando el ADN se ha replicado. Sin 
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embargo, la HR también puede provocar inserciones o deleciones, cuando las cadenas de 
ADN no están correctamente alineadas. Luego del daño al ADN, este mecanismo se inicia 
con la eliminación de los extremos del ADN dañado gracias al complejo MRN (formado por 
las proteínas Mre11-Rad50-Nbs1), junto con la proteína interactora de CtBP (CtIP) y otras 
exonucleasas. Esto genera un extremo de ADN monocatenario que se recubre por la 
proteína RPA (Replication protein A), para evitar la formación de estructuras secundarias 
(124). Posteriormente, BRCA2 media la sustitución de RPA por RAD51, para formar un 
filamento de nucleoproteína que busca la secuencia homóloga en la cromátida hermana. 
Después de que las cadenas se encuentran apareadas, RAD51 y otras proteínas catalizan la 
extensión desde el extremo del ADN utilizando la secuencia intacta como plantilla. 
Finalmente, se ligan ambos extremos (125, 126). 
 
Figura 10. Reparación de DSB. (A) La NHEJ comienza con el reconocimiento del ADN dañado al que se une el 
heterodímero Ku70/80, que recluta DNA-PKcs. Si los extremos son incompatibles, las nucleasas (Artemis) 
pueden recortar los extremos. El complejo de ligación sella la ruptura. (B) En la HR el complejo MRN-CtIP inicia 
la eliminación de los segmentos dañados para generar ADN monocatenario. Este es recubierto por RPA, que 
posteriormente es reemplazado por Rad51 con la ayuda de BRCA2. Estos filamentos de nucleoproteína Rad51-
ADN, se aparean con la secuencia homóloga. Finalmente, la extensión de la cadena y la unión con el otro 






























Basado en lo expresado anteriormente se desprende que la E3 ligasa CRL4Cdt2 
representa un blanco terapéutico atractivo para muchos tipos de cáncer. Sin embargo, el 
mecanismo molecular por el cual CRL4Cdt2 ejerce su función pro-tumorigénica aún no se 
conoce con exactitud. Como CRL4Cdt2 es una E3 ligasa, las variaciones fenotípicas inducidas 
por cambios en los niveles de Cdt2 son una consecuencia directa de la acción de CRL4Cdt2 
sobre sus sustratos.  
Por lo tanto, la identificación de nuevos sustratos de Cdt2 relevantes en el control de 
su función podría contribuir a la comprensión del mecanismo de acción de CRL4Cdt2 en los 





Con el fin de comprender el mecanismo de acción de CRL4Cdt2 en los procesos 
tumorigénicos el objetivo general de la presente tesis es contribuir a la identificación y 
caracterización molecular de nuevos sustratos de CRL4Cdt2 con el propósito de revelar 
posibles nuevos puntos de intervención terapéutica para el desarrollo de tratamientos 
contra el cáncer. 
Objetivos específicos 
I. Identificación de proteínas que interactúan con Cdt2. 
II. Caracterización de los sustratos de CRL4Cdt2 identificados. 
III. Estudio de la relevancia biológica de la degradación de los sustratos CRL4Cdt2 
identificados. 
IV. Caracterización del rol que la degradación de los sustratos CRL4Cdt2 identificados 
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Vectores y Construcciones 
En este trabajo se utilizaron los plásmidos detallados a continuación: 
Tabla 2. Listado de construcciones utilizados. 
Nombre de la 
construcción 
Vector Etiqueta Origen 
G9a-FL pcDNA3 FLAG Dr. Eiji Jara 
G9a-922 pcDNA3 FLAG Dr. Eiji Jara 
G9a-685 pcDNA3 FLAG Dr. Eiji Jara 
G9a-425 pcDNA3 FLAG Dr. Eiji Jara 
mGLP-FL pcDNA3 FLAG Dr. Eiji Jara 
mGLP-1009 pcDNA3 FLAG Dr. Eiji Jara 
mGLP-771 pcDNA3 FLAG Dr. Eiji Jara 
Cdt2 pcDNA3 Myc Dr. Mario Rossi 
Cdt2 pcDNA3 FLAG Dr. Mario Rossi 
Cdt2-399 pcDNA3 FLAG Dr. Mario Rossi 
Cdt2-576 pcDNA3 FLAG Dr. Mario Rossi 
FLAG-TR-TUBE pcDNA3 FLAG Dr. Michele Pagano 
FLAG-TR-TUBE mutante pcDNA3 FLAG Dr. Michele Pagano 
shCdt2 pLL3.7 --- Dr. Mario Rossi 
Cdt2-TetOn pTRIPZ FLAG Dr. Michele Pagano 
 
Preparación de bacterias competentes 
 Bacterias Escherichia coli cepa DH5α fueron utilizadas como fuente de bacterias 
competentes. Para alcanzar la competencia, las bacterias fueron sembradas en una placa de 
LB-agar libre de antibiótico suficientemente diluidas como para obtener colonias 
individuales, e incubadas a 37°C por 16h. Una colonia fue picada y crecida durante 16h en 
5ml de medio LB en agitación (200rpm, 37°C). Una vez alcanzada la saturación, se 
inocularon 200ml del LB nuevo que se incubo en las mismas condiciones hasta alcanzar una 
densidad óptica de 0,5 medida a 600nm para estimar el crecimiento del cultivo. Luego se 
centrifugó por 10min a 3000rpm y el pellet bacteriano se resuspendió en 100ml de CaCl2 
100nM frío. La suspensión de bacterias se centrifugó nuevamente a 4°C por 10 min a 
3000rpm. El pellet fue resuspendido en 5ml de CaCl2 100nM e incubado en hielo por 30min. 
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Posteriormente, 200μl de la suspensión de bacterias fueron alicuotadas en tubos eppendorf 
con el agregado de glicerol hasta alcanzar una concentración final del 15%. Finalmente, las 
bacterias fueron conservadas a –80°C. 
Transformación bacteriana y aislamiento de plásmidos 
 Se siguió el protocolo de transformación descripto por Sambrook (Sambrook et al., 
2001) modificado a partir del original de Hanahan (Hanahan, 1983). 
Para la transformación, 50 μl de bacterias competentes DH5α de eficiencia al menos 
1x106 colonias/ml, almacenadas a -80ºC fueron descongeladas lentamente en hielo 
granizado. Una vez descongeladas se agregaron entre 50ng y 1μg de plásmido, y se las 
incubó 30min en hielo. Rápidamente, se les aplicó un shock térmico de 30 seg a 42ºC y 
nuevamente se las colocó en hielo por 3 minutos. Luego, se agregaron 700μl de medio LB 
sin antibiótico durante 45-60 min a 37ºC. Finalmente, se tomaron cantidades variables de 
bacterias en LB (entre 50-500μl), dependiendo de la calidad y cantidad inicial del plásmido y 
se plaquearon en placas de LB con el antibiótico correspondiente. 
Preparación de plásmidos a pequeña escala (mini-preparaciones) 
 Se utilizó el método de Birnboim y Doly (Birnboim y Doly, 1979). Tubos de vidrio 
conteniendo 3ml de medio LB con el antibiótico de selección correspondiente fueron 
inoculados con bacterias provenientes de colonias individuales portadoras del plásmido de 
interés o de gliceroles guardados. Los cultivos fueron crecidos por 16 h a 37ºC en agitación a 
200rpm. Luego, 1,5ml de cultivo fueron trasvasados a tubos tipo eppendorf y centrifugados 
a 2000rpm, 5min. El pellet celular fue resuspendido en 300μl de P1 (Tris-HCl 50mM pH 7,5; 
EDTA 10mM) conteniendo RNAsa A (50μg/ml). Luego, 300μl de P2 (NaOH 0,2N; SDS 1%) 
fueron agregados, mezclados por inversión y mantenidos por 5 min a temperatura 
ambiente. Se agregaron 300μl de P3 (KAcO 3M pH 5,2) fría, se incubó la mezcla en hielo 
durante 20 min y se centrifugó a 10000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 700μl 
del sobrenadante fueron precipitados con un volumen de isopropanol, y el pellet se lavó con 
1ml de etanol 70%. El pellet finalmente se dejó secar a temperatura ambiente y se 
resuspendió en 20μl de H2O. Para la preparación de plásmidos a pequeña escala también 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) según especificaciones del proveedor. 
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Análisis de plásmidos por enzimas de restricción 
 Todos los plásmidos utilizados en este trabajo fueron analizados mediante mapeo 
por enzimas de restricción para asegurar la utilización de los plásmidos correctos. Para ello 
varias mini-preparaciones de DNA plasmídico fueron verificadas simultáneamente. 2-3 μl de 
DNA plasmidíco proveniente de minipreparaciones fue sometido a digestión por enzimas de 
restricción siguiendo el siguiente protocolo: 2-3μl de DNA plasmídico, 2μl de buffer de 
restricción, 0,5 U de la enzima de restricción elegida y H2O hasta completar 20μl de volumen 
final. Las mezclas fueron incubadas durante 2h a 37ºC. Luego las bandas obtenidas fueron 
resueltas mediante electroforesis en geles de agarosa de entre 0,6-2% en buffer TBE (Tris-
HCl 25mM, Ácido Bórico 100mM; EDTA10mM, pH 8,0) con bromuro de etidio. El porcentaje 
final de agarosa de los geles fue determinado según el tamaño de las bandas esperadas. 
Finalmente, las bandas fueron observadas en un transiluminador UV y documentadas de 
forma digital. 
Preparación de plásmidos a gran escala (maxi/mega-preparaciones) 
 Los plásmidos chequeados fueron sujetos a amplificaciones a gran escala para 
obtener una masa suficiente para los experimentos de transfecciones mediante el uso de 
columnas de afinidad (QIAGEN). Brevemente, 250ml de medio LB con el antibiótico de 
selección adecuado, fueron inoculados con bacterias provenientes de colonias individuales 
portadoras del plásmido de interés o stock guardados con glicerol a -80ºC. Los cultivos 
fueron crecidos por 16 h aproximadamente a 37ºC en agitación a 200 rpm y luego 
cosechados por centrifugación (6000g por 15min a 4ºC). El pellet celular fue resuspendido 
en 10 ml de P1 (Tris-HCl 50 mM pH 7,5; EDTA 10 mM) con RNAsa A (50 μg/ml). Se lisaron las 
células por desnaturalización alcalina agregando 10ml de P2 (NaOH 0,2N; SDS 1%) y 
manteniendo por 5min a temperatura ambiente. Luego, se neutralizó el lisado con 10ml de 
P3 (KAcO 3M pH 5,2) helada, se incubó la mezcla en hielo durante 20 min y se centrifugó a 
20000g durante 10 min a 4ºC. El sobrenadante fue filtrado en un embudo con gasa y 
volcado en una columna QIAGEN-tip 500 (para maxipreparaciones). La columna fue eluida 
por gravedad y lavada dos veces con 30ml de buffer de lavado QC. Finalmente, el DNA 
retenido en la columna fue eluído con 15ml buffer de elución QF. El DNA del eluído fue 
precipitado con 0,7 volúmenes de isopropanol en tubos COREX y centrifugado a 15000g. El 
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DNA precipitado fue lavado dos veces con etanol 70% y el pellet fue secado al aire durante 
20 min y resuspendido en H2O. La calidad del DNA plasmídico se verificó por geles de 
agarosa y la concentración final se cuantificó por absorbancia con un Nanodrop (Thermo 
Scientific). 
Líneas celulares 
 Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las siguientes líneas celulares: 
HEK293T (embrionarias renales); U2OS (provenientes de osteosarcoma) y HeLa 
(provenientes de adenocarcinoma de cérvix). 
 Todas ellas fueron cultivadas rutinariamente con medio DMEM (alta glucosa) 
suplementado con L-glutamina (2mM), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 g/ml y 
suero fetal bovino (FBS) al 10%. Todos los reactivos fueron adquiridos en Invitrogen salvo el 
suero, adquirido en Natocor. Las líneas celulares fueron incubadas a 37°C en una atmósfera 
húmeda y 5% de CO2. Las líneas se mantuvieron en crecimiento con pasajes cada 72-96hs de 
una dilución 1:10. Para el mantenimiento, las células fueron lavadas con PBS 1X y 
despegadas del plástico adherente en presencia de tripsina 1 min a 37°C.  
Transfecciones transitorias y transducción de líneas celulares 
Transfección de DNA 
 Las transfecciones de ADN se realizaron con PEI (polietilenimina, SIGMA) siguiendo 
las instrucciones del proveedor. Brevemente, el procedimiento para una placa de 100 mm 
de diámetro es el siguiente: se colocaron 5 μg totales de ADN plasmídico en un tubo 
eppendorf con 250μl de cloruro de sodio 150mM. En simultáneo se colocaron 30 μl de PEI, 
en un segundo tubo eppendorf con 220μl de cloruro de sodio y se incubó por 5 min. 
Posteriormente se transfirió la mezcla de ADN plasmídico al tubo con el agente de 
transfección y se mezcló vigorosamente. Se permitió la formación de complejos entre el 
ADN y el agente de transfección por incubación durante 15 minutos, luego de lo cual se 
agregó la mezcla sobre las células por goteo. Luego de 6 horas se cambió el medio por 
DMEM 10% SFB. Como control de transfección en general el plásmido de interés se co-
transfectó con un vector de expresión de proteínas fluorescentes en proporción 1:20. 
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Transfección de ARN de interferencia 
 Las transfecciones de ARN de interferencia (ARNi) se realizaron con Lipofectamina 
RNAiMax (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente, el 
procedimiento para una placa de 60 mm de diámetro es el siguiente: se colocaron 60 
picomoles totales de ARN de interferencia en un tubo eppendorf con 250μl de OptiMEM 
(Invitrogen). En simultáneo se colocaron 8 μl de Lipofectamina RNAiMax, en un segundo 
tubo con 250μl de OptiMEM y se incubó por 5 min. Posteriormente se transfirió la mezcla 
de ARNi al tubo con el agente de transfección y se mezcló vigorosamente. Se permitió la 
formación de complejos entre el ARN de interferencia y el agente de transfección por 
incubación durante 15 minutos, luego de lo cual se agregó la mezcla sobre las células por 
goteo. Se incubó a las células durante 6 horas a 37°C y a 5% CO2 para la transfección y luego 
se cambió el medio por DMEM 10% SFB. 48 hs después de la transfección se realizaron los 
experimentos. Los ARNi utilizados en el presente trabajo fueron adquiridos en GE 
Healthcare Dharmacon (ON-TARGETplus SMARTpool: DTL, L-020543-00-0005; EHMT1, L-
007065-02-0005; EHMT2, L-006937-00-0005; ZNF644, L-031240-01-0005; WIZ, L-007085-02-
0005). 
Síntesis de partículas virales 
 Se transfectaron células HEK293T que se encontraban en un 70-80% de confluencia, 
haciendo uso del reactivo PEI, con los plásmidos VSVG/Gag-Pol (retrovirus) o VSVG/PdPAX 
(lentivirus) y el plásmido de interés en una proporción 2:2:1, con una masa final de 2,5 y 5 
µg para placas de 60 y 100 mm respectivamente. Se cambió el medio luego de 6 horas, y se 
colectó el sobrenadante 48 horas después. El mismo contenía las partículas virales en 
suspensión, que fueron filtradas con filtros de jeringa de 0,22 µm de tamaño de poro. 
Dichos sobrenadantes fueron utilizados inmediatamente o guardados a -80ºC hasta su uso.  
Infección de líneas celulares y posterior selección 
 La transducción de los plásmidos de interés se realizó mediante incubación durante 
24 horas de las células blanco con el sobrenadante que contenía partículas virales. Luego de 
este tiempo se renovó el medio y agregó DMEM suplementado. El agente de selección se 
incorporó luego de 24 horas. 
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Purificación de Cdt2 sobre-expresado y espectrometría de masa en 
tándem  
 La identificación de nuevos sustratos de CRL4Cdt2 se llevó a cabo mediante la 
purificación por afinidad en tándem de Cdt2 sobre-expresado. A este fin, se expresó en 
forma transitoria una construcción Cdt2-FLAG-HA en las células HEK293T. Luego, se 
procedió a inmunoprecipitar la proteína con una matriz anti-FLAG y posteriormente, 
utilizando un péptido FLAG, se la separó de la matriz junto con las proteínas co-purificadas. 
Finalmente, se realizó una segunda inmunoprecipitación con un anti-HA. La degradación de 
los sustratos conocidos de CRL4Cdt2 requiere la asociación de Cdt2 y sus sustratos con la 
cromatina. Por lo tanto, las purificaciones antes mencionadas se llevaron a cabo a partir de 
extractos cromatínicos que se obtuvieron siguiendo protocolos de fraccionamiento celular 
previamente establecidos (Figura 11) (127). La tinción de plata de los geles de acrilamida se 
realizó con los reactivos de SilverQuest™ de Thermo Fisher Scientific, según instrucciones del 
proveedor. El material obtenido a partir de este procedimiento se analizó, mediante 
espectrometría de masas, en colaboración con el grupo del Dr. Michele Pagano del Centro 
Médico de la Universidad de Nueva York (New York, NY, EE. UU.) y el Grupo del Dr. Laurence 
Florens del Stowers Insitute (Kansas City, MO, EE. UU.).  
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Figura 11. Representación esquemática del protocolo de fraccionamiento e inmunoprecipitación. Cada muestra 
fue separada en dos fracciones, soluble en buffer CSK (S) y cromatínica (C). La inmunoprecipitación se realizó en 
ambas fracciones. Posteriormente las purificaciones fueron analizadas por espectrometría de masa en tándem, 
o bien se realizaron Western Blot de las inmunoprecipitaciones. 
 A partir de la información obtenida se aplicó un enfoque multifactorial para 
identificar los candidatos más prometedores sobre los que focalizamos nuestra atención. El 
mismo ya ha sido utilizado en el pasado con éxito. 
Western Blot 
Preparación de los extractos celulares 
 Las muestras fueron colectadas luego de la incubación con Tripsina 1X y congeladas 
a -80° para su posterior lisis. De cada muestra se realizó un fraccionamiento celular 
mediante el uso de dos buffers, por un lado, obtuvimos una fracción soluble en buffer CSK 
(que comprende citoplasma y nucleoplasma) y por el otro lado la fracción cromatínica en un 
buffer 250mM de cloruro de sodio con Benzonasa Nucleasa (1:1000 Sigma). Ambos buffers 
fueron complementados con DTT (1mM), NaOV (1mM), Ácido Ocadeíco (0,5uM), Inhibidor 
de proteasas (1:50). 
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CSK 
Pipes pH 7.4 o Hepes  10mM 
NaCl     100mM 
Sucrosa   300mM 
MgCl2     3mM 
TritonX100    0.7% 
 
250mM NaCl-Lysis buffer 
Tris pH7.4   50mM 
NaCl    250mM 
NaF    25mM 
EDTA    2mM 
TritonX   0.1% 
MgCl2     3mM 
 
 Las muestras fueron cuantificadas con Pierce BCA Protein Assay Kit, según 
especificaciones de Thermo Fisher Scientific, y posteriormente lisadas en Laemmli buffer 4X 
(200 mM Tris-HCl pH 6.8, 8% m/v SDS, 40% v/v Glicerol, 4% v/v β-mercaptoetanol, 50 mM 
EDTA, 0.08% m/v Azul de Bromofenol). Los lisados fueron calentados a 95°C por 5 minutos 
antes de sembrarlos en geles de poliacrilamida. 
Inmunoprecipitación de proteínas sobre-expresadas 
 Para las inmunoprecipitaciones se realizó el fraccionamiento de preparación de 
muestras comentado en la sección anterior y se procedió con la incubación de las muestras 
con la resina de agarosa sin anticuerpo durante 30 min para eliminar el pegado inespecífico. 
Luego se separó el 10% de cada muestra, y se agregó Laemmli buffer 2X. La 
inmunoprecipitación se realizó con las perlas anti-FLAG M2 (Sigma), se incubó durante 2hs a 
4°C, posteriormente se descartó el sobrenadante y se lavaron las perlas con el buffer 3 
veces. Se agrego 50 µl de Cracking Buffer 1X y se colocó a 95°C unos minutos. 
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Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), electrotransferencia y 
revelado 
 Las muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida 8-12% desnaturalizantes en 
buffer Tris-Glicina-SDS (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 0,1% SDS). Para la identificación 
de los tamaños moleculares, se utilizó el marcador de peso molecular Precision Plus 
Protein™ Kaleidoscope™ Standards (BioRad). Se realizó la corrida electroforética hasta que 
cayó el frente de corrida. Una vez finalizada, en general se realizó la transferencia a 
membranas de PVDF de 0,45 μm de poro a 100 V durante una hora y media en buffer de 
transferencia (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 20% metanol). Luego, se tiñeron 
transitoriamente las membranas con rojo Ponceau para corroborar la correcta transferencia 
de las proteínas a la membrana y comparar cualitativamente las masas sembradas en cada 
calle. Se incubaron las membranas durante 1 hora en agitación con solución de bloqueo 
TBS-Tween 0,05% (Tris 25 mM pH7,4, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%) con 5% m/v de leche 
descremada para bloquear el pegado inespecífico.  
 La incubación con los anticuerpos primarios se llevó a cabo durante la noche a 4°C en 
agitación. Las diluciones de los anticuerpos fueron preparadas en BSA 3% en PBS-Tween 
0,1%.  
Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo:  
• anti–c-Myc (A190-105A, Bethyl Laboratories) 
• anti-FLAG (F7425, Sigma-Aldrich) 
• anti-Cdt2 (NB100-40840, Novus Biologicals) 
• anti-G9a (C6H3, Cell Signaling) 
• anti-GLP (AB134768, Abcam) 
• anti-ZNF644 (A303-276A-M, Bethyl Laboratories) 
• anti-WIZ (PA5-21082, Thermo Fisher Scientific) 
• anti-β-actina (sc-47778, Santa Cruz Biotechnology) 
• anti-GAPDH (6C5, ab8245, Abcam) 
• anti-H3 (Abcam) 
• anti-p21 (Bethyl Laboratories) 
• anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnology) 
• anti-Ciclina E (Santa Cruz Biotechnology) 
• anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology) 
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• anti-DDB1(Bethyl Laboratories)  
• anti-Rbx1 (Novus Biologicals) 
• anti-pS15-P53 (Cell Signaling) 
• anti-RPA (EMD Millipore) 
• anti-Rad51 (Sigma-Aldrich) 
• anti-Mre11 (Abcam) 
• anti- γH2AX (EMD Millipore) 
• anti-Cul4 (EMD Millipore) 
• anti-Cul2 (Novus Biologicals) 
• anti-Cul7 (Novus Biologicals) 
• anti-Cul9 (Novus Biologicals) 
• anti-Tubulina (Sigma) 
Las membranas fueron lavadas tres veces durante 5 min con TBS-Tween 0,1%. 
Luego, según el tipo de revelado elegido: 
- Para revelar por quimioluminiscencia, se incubó con el anticuerpo secundario de la especie 
apropiada acoplado a peroxidasa de rabanito (HRP) (Amersham, GE Healthcare) en una 
dilución 1:5000 en solución de bloqueo por 1 h a RT en agitación. Luego de tres lavados de 5 
min con TBS-Tween 0,1% y un cuarto lavado con TBS, la unión de los anticuerpos fue 
detectada con el kit de quimioluminiscencia SuperSignal West Femto y West Pico (Pierce).  
- Para revelar por fluorescencia, se incubó con el anticuerpo secundario de la especie 
apropiada acoplado a los fluoróforos IRDye700DX o IRDye800CW (LiCor Biosystems) en una 
dilución 1:5000-1:10000 en solución de bloqueo por 1 h a RT en agitación. Luego de tres 
lavados de 5 min con TBS-Tween 0,1% y un cuarto lavado con TBS, la unión de los 
anticuerpos fue detectada con el equipo Odyssey Fc Imaging System (Li-Cor Biosystems). 
Las señales inmunoreactivas fueron analizadas de forma digital utilizando el 
programa ImageJ (NIH).  
Mutagénesis dirigida 
Para poder realizar la identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2 fue 
necesario generar construcciones mutantes con codones de stop prematuro. Para 
realizarlos utilizamos la técnica de mutagénesis sitio dirigido, que consiste en un PCR con 
dos cebadores que contienen la mutación puntual que se quiere introducir y la misma se 
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encuentra flanqueada por una secuencia que es complementaria a la cadena de ADN 
original. Es importante aclarar que la Taq polimerasa utilizada para este tipo de reacciones 
tiene que tener alta procesividad. En nuestro caso utilizamos Taq polimerasa Pfu (Agilent) y 
Taq KAPA HiFi (Biosystems), ambas según especificaciones del proveedor. Una vez finalizada 
la PCR el plásmido original fue digerido con la enzima DpnI, que corta en la secuencia GATC 
sólo si está metilada (Figura 12).  
La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para un volumen final de 25 μl se 
realizó con los siguientes reactivos: 5 µl de 5X KAPAHiFi™ Fidelity Buffer, 1 µl de DMSO, 1 µl 
dNTPs (100mM), 0,5 µl Cebadores (100 µM), 100 ng de ADN, 1 µl Taq KAPAHiFi™, completar 
con agua desionizada hasta volumen final. La PCR se realizó con una desnaturalización inicial 
a 95°C durante 5 min, seguida por 18 ciclos de una desnaturalización a 95°C durante 30 
segundos, apareamiento a 55°C por 15 segundos, y la extensión a 72°C por 30seg por cada 
Kilobase de la construcción; por último, se realizó una extensión final a 72°C por 5 min. 
Luego se realizó la digestión con la enzima DpnI, que digiere el ADN parental que se 
encuentra metilado. El producto de PCR fue purificado con QIAquick PCR Purification Kit 
según especificaciones de Qiagen. La transformación de bacterias se realizó como se detalló 
previamente. Diferentes colonias fueron amplificadas, se extrajo el ADN plasmídico, y las 
diferentes muestras fueron secuenciadas para determinar se poseían la mutación. 
Los cebadores que se utilizaron para realizar las mutagénesis y para secuenciar los 
plásmidos se encuentran detallados en Anexos. 
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Figura 12. Mutagénesis Sitio Dirigida. Se realizó una PCR con dos cebadores que contienen la mutación puntual 
que se quiere introducir, la misma se encuentra flanqueada por una secuencia que es complementaria a la 
cadena de ADN original. Una vez finalizada la PCR el plásmido original fue digerido con la enzima DpnI, que corta 
en la secuencia GATC sólo si está metilada. 
TR-TUBE 
El análisis de la ubiquitinación se realizó mediante la técnica de TR-TUBE (trypsin-
resistant/tandem ubiquitin-binding entity(ies). Esta metodología es sumamente eficiente 
para la identificación de sustratos de E3 ligasas debido a que protege las cadenas de 
poliubiquitina estabilizando los sustratos. Se expresó en forma transitoria por 48 horas una 
construcción FLAG-TR-TUBE en las células HEK293T, en combinación con vectores que sobre 
expresan Myc-Cdt2-WT o su mutante Myc-Cdt2-R246A incapaz de ubiquitinar sus sustratos. 
Como control de dicho experimento también se tranfectó una construcción FLAG-TR-TUBE 
mutante, que es ineficiente en el pegado a las cadenas de ubiquitina. Antes de la colección 
de las muestras, todos los tratamientos fueron incubados durante 3 horas con MG132 5uM. 
Las muestras fueron lisadas con el buffer 250 mM NaCl, descripto previamente. Luego, se 
procedió a inmunoprecipitar FLAG-TR-TUBE con una matriz anti-FLAG durante 2 horas a 4ºC 
y posteriormente se realizaron 3 lavados con el buffer de lisis centrifugando a 1200g entre 
cada lavado 1 minuto a 4ºC. Por último, se retiró la totalidad del buffer de lavado, y las 
perlitas se resuspendieron en cracking buffer 2X. 
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Determinación de la vida media  
 Los ensayos de vida media, con ARNi o con la línea celular que expresa Cdt2 de 
manera Doxiciclina-dependiente, se realizaron tratando las células con Cicloheximida 
(Sigma) 100 µg/ml durante determinados periodos de tiempo.  
Sincronización 
 CRL4Cdt2 cumple un rol fundamental durante el ciclo celular, por lo que realizamos 
experimentos sincronizando las células mediante distintos métodos: 
Sincronización con Nocodazole 
 Se sembraron las células y se les agregó el Nocodazole (0,5 μg/ml) a las 6 hs. A las 18 
o 20 hs se golpearon las placas para despegar las células que se encontraban en división, y 
suavemente se lavó con el medio que tenía la placa para juntar las células despegadas. Se 
centrifugaron las células y se lavó dos veces con medio fresco. Luego de esto las células se 
volvieron a sembrar para colectar las células a los tiempos determinados. 
Doble bloqueo con Timidina 
 La sincronización se lleva a cabo según el siguiente esquema: 
Día 1: Se trató con Timidina 2mM. 
Día 2: A las 20 hs se lavó 2 veces con PBS 1X y se agregó medio fresco. Ese mismo día, 11 hs 
después se trató con Timidina 2mM. 
Día 3: A las 14 hs se lavó con PBS 1X y se colocó medio fresco. A las células sincronizadas en 
G1/S, se las deja proseguir con el ciclo celular. 
 Para el análisis de ciclo celular por citometría de flujo, se fijaron las células 
agregando de a gotas etanol 70% frío. Se mantuvieron las muestras a -20ºC hasta el 
marcado. Para el marcado del contenido de DNA las células se lavaron con PBS y se 
incubaron con una solución de ioduro de propidio (50 µg/ml ioduro de propidio y 50 µg/ml 
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RNAsa A) durante 30 min a 4°C. Se analizaron las muestras mediante citometría de flujo 
(FACsCANTO II, BD Biosciences). 
Tratamientos de agentes genotóxicos 
Los tratamientos con distintas drogas se realizaron como se indica a continuación: 
UV: 1500uJ/cm2 
Hidroxiurea: 2mM por 16 hs 
CPT: 1uM (tiempos indicados en lo experimento) 
VP16: 50uM (tiempos indicados en el experimento) 
Afidilcolina: 2ug/ml por 16 hs 
Inmunofluorescencia 
 Se plaqueron las células sobre los vidrios y al día siguiente se realizó el tratamiento 
correspondiente. Luego de esto las células fueron fijadas con metanol o PFA 
(paraformaldehido) durante 15 minutos. Se bloquearon las muestras con PBS 1X 3%BSA 
0,5% Triton por 30 min, y luego se incubaron con el anticuerpo primario 2 hs a temperatura 
ambiente o 16 hs a 4°C. Se realizaron lavados con PBS 1X 0,1% Tween y se incubaron con el 
anticuerpo secundario 1hs a temperatura ambiente en oscuridad. Se realizó un lavado, se 
incubó con DAPI durante 5 minutos en la oscuridad, se lavó nuevamente y se procedió con 
el montaje de estos. 
Generación de líneas Knockout por el sistema CRISPR/Cas9 
 Para la generación de las líneas knockout de G9a y GLP utilizamos dos líneas 
celulares, Hek293T y U2OS. En el caso de las Hek293T debido a su alta eficiencia de 
transfección, se realizaron 5 transfecciones consecutivas con la construcción de expresión 
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458), que contiene una endonucleasa etiquetada con GFP y las 
secuencias guía descriptas más adelante. Las células fueron luego separadas por 
fluorescencia (FACS, Fluorescence-activated cell sorting, applied in flow cytometry) y 
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cultivadas de a una célula hasta que formaron una colonia. Las mismas fueron luego 
analizadas mediante Western Blot, y posteriormente, se realizó la extracción de ADN 
genómico de los clones que no expresaban la proteína, se amplifico la región diana de las 
secuencias guía y se secuenciaron para evaluar la generación de mutaciones en dichos 
amplicones (Figura 13). En el caso de la línea celular U2OS, se realizaron cinco rondas de 
transfección y purificación por separación celular por fluorescencia, ya que la eficiencia de 
tranfección fue muy baja. Las secuencias guías y los cebadores que se utilizaron para realizar 
las construcciones se encuentran disponibles en anexos. 
 
Figura 13. Representación del protocolo para el establecimiento de líneas Knockout por CRISPR/Cas9. Se realizó la 
transfección de la construcción de expresión pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458), que contiene una endonucleasa 
etiquetada con GFP y las secuencias guía. Las células fueron luego separadas por FACS y cultivadas. Los clones 
fueron analizados mediante Western Blot. 
Análisis de modificaciones post-traduccionales de Cdt2 
 Para identificación de modificaciones postraduccionales en Cdt2 se expresó en forma 
transitoria una construcción Cdt2-FLAG-HA en las células Hek293T, en las células G9a-KO y 
GLP-KO. Luego, se realizó la lisis de las muestras con un buffer con alta concentración de 
SDS (Tris-HCl pH 6.8 50 mM, SDS 2% (w/v), Glicerol 10% (v/v), EDTA 12.5 mM) y fueron 
sonicadas. Las muestras se diluyeron en PBS, para diluir el SDS y se procedió a 
inmunoprecipitar la proteína con una matriz anti-FLAG y posteriormente, utilizando un 
péptido FLAG, a eluirla. El material obtenido a partir de este procedimiento se analizó, 
mediante espectrometría de masas, en colaboración con el grupo del Dr. Michele Pagano 
del Centro Médico de la Universidad de Nueva York (New York, NY, EE. UU.). 
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Daño al ADN inducido por láser y “Live Imaging” 
Las transfecciones con ARNi se realizaron 30 horas antes de la microscopía. 5 horas 
después se sembraron 50.000 células por pocillo en una placa de 4 pocillos de borosilicato 
de fondo de cubreobjetos (Lab-Tek II). Las células se pre-sensibilizaron con 10 μM de BrdU 
(Merck) durante 24 horas. Para la obtención de imágenes, el día de la recolección de datos, 
las células se incubaron en FluoroBriteTM DMEM suplementado con 10% de suero fetal 
bobino, 25 mM de HEPES y piruvato de sodio. Las imágenes se realizaron utilizando un 
sistema de microscopio invertido DeltaVision Elite, utilizando un objetivo de aceite de 60 × 
(apertura numérica 1,42) de Olympus. La excitación se logró con un sistema de iluminación 
de estado sólido (7 Color Combined Insight), equipado con un divisor de haz policrónico con 
juegos de filtros para admitir GFP (excitación: 475/28nm, emisión: 525/50nm) y mCherry 
(excitación: 575/25nm, emisión: 632/60nm). Las imágenes se adquirieron usando una 
cámara CoolSNAP HQ2. Se generó el daño en el ADN usando un láser de 405 nm, 50 mW a 
100% de potencia durante 0,5 segundos. Se grabaron dos imágenes pre-láser, y luego se 
tomaron 44 imágenes cada 15 segundos cada una.  
La intensidad de reclutamiento se analizó usando una macro escrita para ImageJ 
(measure spot through time macros v101) que calculó la relación de intensidad de la región 
de incidencia del láser definida A, sobre otra área del núcleo B, después de restar la 
intensidad de fondo de un área sin células de la imagen, C. Por lo tanto, la unidad de 





















Purificación y selección de interactores de CRL4Cdt2 
Purificación de proteínas que interactúan con Cdt2 
Como se mencionó anteriormente la formación y progresión de tumores está 
regulada en última instancia por la abundancia y la actividad de factores proteicos 
oncogénicos o supresores tumorales. En este sentido, debido al rol que cumple la cascada 
de ubiquitinación en el control de la homeostasis proteica, es de esperar entonces que el 
estudio a nivel molecular junto con el desarrollo de compuestos que modulan componentes 
específicos de la vía de ubiquitinación, pueda facilitar el desarrollo y mejoramiento de 
tratamientos dirigidos a distintos tipos de cáncer (35). En particular, el grupo de E3 ligasas 
representa un excelente candidato a nivel terapéutico debido a que estas enzimas son las 
responsables de regular en forma directa la especificidad de esta compleja red enzimática 
(128). 
Distintas líneas de investigación de grupos independientes han demostrado que la E3 
ligasa CRL4Cdt2 desempeña un rol fundamental en la regulación de la replicación y reparación 
del ADN, en condiciones normales como así también en respuesta al daño al ADN. En 
concordancia con estos resultados, se ha demostrado que alteraciones en los niveles de 
distintos componentes de CRL4Cdt2 están asociadas a la aparición y progresión de procesos 
tumorigénicos, destacando su alto potencial como posible punto de intervención 
terapéutica en cáncer (93-97, 129). 
En base a las evidencias reportadas y con el fin de contribuir a dilucidar a nivel 
molecular como la desregulación de la actividad de esta E3 ligasa contribuye al desarrollo de 
procesos oncogénicos, se procedió a la identificación de posibles nuevos sustratos de 
CRL4Cdt2. A este fin se realizaron distintas purificaciones por afinidad en tándem de Cdt2 
sobre-expresado que fueron posteriormente analizadas mediante espectrometría de masa 
en tándem. Considerado el rol importante que CRL4Cdt2 cumple en condiciones de estrés 
genotóxico, las purificaciones se realizaron tanto en condiciones normales como así también 
en presencia de agentes causantes de daño al ADN (Hidroxiurea, Camptotecina y radiación 
UVC). Como se ha indicado anteriormente, es de esperar que la interacción entre CRL4Cdt2 y 
sus sustratos promueva la degradación proteosomal de los mismos. Por lo tanto, con el 
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objeto de aumentar las posibilidades de detectar posibles sustratos de CRL4Cdt2, las 
purificaciones se realizaron en presencia de un inhibidor de proteosoma (MG132) y un 
inhibidor indirecto (MLN4924) de todas las CRLs. 
El primer control que realizamos luego del proceso de purificación consistió en 
corroborar si se detectaba la interacción de Cdt2 con los restantes componentes del 
complejo CRL4 (Cul4, DDB1 and RBX1). Tal como se observa en la Figura 14A, la co-
inmunoprecipitación de todos los componentes que forman parte de esta E3 ligasa indica 
que, en nuestras condiciones experimentales, pudimos purificar Cdt2 como parte del 
complejo activo CRL4Cdt2. Asimismo, la ausencia en nuestras purificaciones de cullinas que 
no forman parte del complejo CRL4, como la Cullina 2, la 7 y la 9, demuestra la especificidad 
de nuestros experimentos. 
En muchos casos la interacción de las E3 ligasas CRLs con sus sustratos está regulada 
por modificaciones post-traduccionales. En el caso de CRL4Cdt2, la degradación de la mayoría 
de los sustratos conocidos requiere la asociación de esta E3 ligasa y sus sustratos con la 
cromatina. En base a estas observaciones, las purificaciones antes mencionadas se llevaron 
a cabo a partir de extractos cromatínicos obtenidos siguiendo protocolos de 
fraccionamiento celular largamente establecidos (127). Como puede observarse en la Figura 
14B las purificaciones de las muestras en las cuales se sobre-expresó Cdt2 mostraron un 
patrón de bandas en la tinción de plata de la inmunoprecipitación completamente diferente 
de aquellas que procedieron de células que fueron transfectadas con un vector vacío. Esto 
es indicativo de que el método de inmunoprecipitación utilizado permitió el 
enriquecimiento específico de interactores de Cdt2. El material obtenido a partir de este 
procedimiento se analizó, mediante espectrometría de masas, en colaboración con el grupo 
del Dr. Michele Pagano del Centro Médico de la Universidad de Nueva York (New York, NY, 




Figura 14. Purificación de Cdt2. (A) Interacción de Cdt2 con los componentes del complejo CRL4 (Cul4, DDB1 and 
RBX1), Input: lisados celulares, IP: inmunoprecipitación. (B) Input (tinción con Coomassie) e Inmunoprecipitación 
(tinción de Plata) de Cdt2 sobre-expresado. Las células Hek293T fueron transfectadas con una construcción que 
expresa Cdt2-FLAG-HA (Cdt2) o un vector vacío (V). Las muestras fueron tratadas con agentes causantes de 
daño al ADN (Hidroxiurea, Camptotecina y radiación UVC), inhibidor de proteosoma (MG132) e inhibidor 
indirecto de cullinas (MLN4924) en distintas combinaciones. Las muestras fueron separadas en dos fracciones, 
soluble en el buffer CSK (S) y cromatínica (C). La inmunoprecipitación (IP:FLAG) se realizó en ambas fracciones. 
Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas o etiquetas (tag) detalladas en la 
imagen. 
 
Identificación de los candidatos más prometedores a través de un enfoque 
multifactorial integrador 
Con el objetivo de identificar los candidatos más prometedores sobre los cuales 
focalizar nuestra atención, los interactores obtenidos de las purificaciones sobre la 
cromatina se ordenaron teniendo en cuenta la frecuencia relativa de aparición de los 
péptidos detectados en las distintas condiciones (Tabla 3). Cuando se realizó el análisis de 
los primeros interactores, no se observaron diferencias significativas entre las distintas 
purificaciones de Cdt2 realizadas. 
Cuando se procedió con el análisis detallado de los interactores candidatos de Cdt2 
se evidenció que los 4 primeros genes del orden de mérito generado, PRPF4B, KIAA1429, 
SAFB y NHP2 codificaban para proteínas involucradas en el procesamiento del ARN (130-
133). Cdt2 contiene en su estructura dominios de repetición WD40, cuya función es servir 
como una plataforma rígida para las interacciones proteína-proteína, pero también se ha 
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demostrado que estos dominios se unen a estructuras de ARN (134). En este sentido, las 
proteínas codificadas por estos genes junto con moléculas de ARN se pueden haber 
asociado de modo no específico a los dominios WD40 de Cdt2, como resultado de su sobre-
expresión. Por lo tanto, los primeros candidatos fueron descartados considerando que la 
posibilidad de una que se hubieran purificado junto a Cdt2 en forma indirecta. Focalizamos 
nuestra atención entonces en Ehmt1, que era el siguiente gen en la lista. Ehmt1 codifica 
para una proteína nuclear denominada GLP. GLP es una metiltransferasa de histonas que in 
vivo, forma un heterodímero con G9a. Ehmt2, gen que codifica para la proteína G9a, 
también estaba presente entre los primeros 12 posibles candidatos, indicando que Cdt2 era 
capaz de asociarse al complejo activo que forman G9a/GLP. Por lo tanto, esto nos inducía a 
pensar que existía una relación funcional entre ambos complejos. 
Tabla 3. Interactores de Cdt2 en la fracción cromatínica. El material obtenido de la purificación de Cdt2 se analizó 
mediante espectrometría de masa en tándem. Los interactores obtenidos de las purificaciones sobre la 
cromatina se ordenaron teniendo en cuenta la frecuencia relativa de aparición de los péptidos detectados en las 
distintas condiciones. En celeste se señalan los genes seleccionados, GLP (EHMT1) y G9a (EHMT2). En gris se 
señalan los genes descartados. 
 
La modificación post-traduccional de las histonas afecta la estructura de la cromatina 
y participa en la regulación de la transcripción génica. El complejo formado por G9a y GLP es 
responsable de mono- y dimetilar la histona 3 en la lisina 9. Este marcador epigenético está 
relacionado con el silenciamiento transcripcional. En los últimos años se les han atribuido a 
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G9a y GLP papeles centrales en procesos relacionados con la diferenciación celular, el 
control de la progresión del ciclo celular y la reparación del daño al ADN (135). La 
desregulación de cualquier factor clave que regula estos procesos celulares puede afectar la 
homeostasis de las células, favoreciendo la transformación maligna celular. Por lo tanto, no 
es sorprendente que se haya encontrado una correlación entre la aparición de alteración en 
la actividad de este complejo epigenético y el desarrollo de procesos carcinogénicos. 
Es importante recordar que entre los sustratos de CRL4Cdt2 se encuentran otras 
proteínas encargadas de la remodelación y reorganización de la cromatina, como Set8, TGD 
y MMSET (72, 74, 77-79). Si bien aún no está claro las implicancias que tiene la regulación de 
estos sustratos por parte de CRL4Cdt2, nos resultó muy interesante la posibilidad de que esta 
E3 ligasa tuviese un rol central en la regulación de la transcripción y la diferenciación celular, 
controlando los niveles de distintos modificadores de histonas sobre la cromatina. 
Por todo lo expuesto anteriormente, y teniendo en cuenta factores como la 
disponibilidad de anticuerpos, construcciones de sobre-expresión y ARN de interferencia, 
decidimos focalizar nuestra atención sobre G9a y GLP, como posibles interactores de Cdt2. 
Validación de los interactores seleccionados  
Cdt2 interactúa con G9a y GLP sólo en la fracción cromatínica 
Si bien durante el proceso de identificación de nuevos sustratos de Cdt2 nos 
focalizamos exclusivamente en las purificaciones realizadas a partir de los componentes 
celulares asociados a la cromatina (fracción cromatínica), no podíamos descartar que Cdt2 
interactuara también con G9a y GLP en el nucleoplasma o citoplasma (fracción soluble). A 
este fin, se procedió con la inmunoprecipitación de Cdt2 sobre-expresado en ambas 
fracciones. Como se observa en la Figura 15, nuestros resultados demuestran que Cdt2 co-




Figura 15. La interacción de Cdt2 con G9a y GLP ocurre sólo en la fracción cromatínica. Las células Hek293T fueron 
transfectadas con una construcción que expresa Cdt2-FLAG-HA (Cdt2) o un vector vacío (Vector). Las muestras 
fueron separadas en dos fracciones (Fracción Cromatínica y Fracción Soluble). La inmunoprecipitación (IP: FLAG) 
se realizó en ambas fracciones. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas 
detalladas en la imagen o el tag FLAG (Cdt2). 
 
Es importante remarcar que, en todos los casos, las fracciones cromatínicas fueron 
tratadas con endonucleasa para digerir el ADN y separar los complejos proteicos que se 
encontraran asociados a la cromatina. Este tratamiento nos asegura que la interacción 
observada entre las proteínas estudiadas es directa, y que, en nuestro caso particular, la co-
inmunoprecipitación de CRL4Cdt2 junto con G9a/GLP no ocurre porque ambos complejos se 
encuentran asociados al ADN en forma independiente. 
Como se puede observar en el gel de la Figura 14B, Las histonas son los 
componentes proteicos más abundantes que contiene los lisados celulares totales de las 
purificaciones obtenidos a partir de la fracción cromatínica. Sin embargo, en la tinción de 
plata de las inmunoprecipitaciones de Cdt2 no se observan bandas en la región 
correspondiente al peso molecular de las histonas. Este detalle confirma que la co-
inmunoprecipitación de G9a y GLP en las purificaciones de Cdt2 es directa y no se debe a 
una asociación indirecta a través de las histonas. 
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Identificación del degron de G9a 
Así como un sustrato puede ser ubiquitinado por diferentes enzimas, una misma E3 
ligasa generalmente regula la ubiquitinación de varios sustratos. Teniendo en cuenta las 
CRLs y los componentes que forman este complejo, una de las formas más utilizadas para 
estudiar la relevancia biológica de la interacción E3 ligasa-sustrato, consiste en disminuir los 
niveles proteicos de los receptores de sustrato del complejo (en nuestro caso Cdt2), 
mediante la implementación de ARN de interferencia. Esta estrategia afecta a todos los 
sustratos de dicha E3 ligasa, y por lo tanto, el fenotipo observado en estas condiciones 
experimentales será resultado de la alteración combinada de todos los sustratos de la E3 
ligasa estudiada (Figura 16A). Sin embargo, existe otra forma más específica de estudiar las 
consecuencias biológicas de la interacción de una E3 ligasa con un sustrato determinado. La 
misma consiste en identificar primero la región de interacción en el sustrato, conocida como 
“degron”, y luego reemplazar los aminoácidos de esta región para generar un sustrato 
insensible a la regulación por la E3 ligasa. En una segunda instancia, en líneas que no 
expresen dichos sustratos proteicos (generadas utilizando la tecnología de ARN de 
interferencia o CRISPR), se expresan las versiones normales y mutantes en el degron del 
sustrato en estudio. El fenotipo observado en la condición que expresa la versión mutante 
del degron, será una consecuencia de la expresión de esta proteína, que es insensible a la 
regulación por la E3 ligasa (Figura 16B). El degron, generalmente, se encuentra 
representado por un pequeño tramo de unos pocos aminoácidos. Está ampliamente 
demostrado que mutaciones de pocos residuos en esta región inhiben la interacción del 




Figura 16. Estrategias para el estudio de la interacción E3 ligasas CRL-Sustrato. El estudio de la relevancia 
biológica de la interacción E3 ligasa CRL-sustrato puede realizarse: (A) disminuyendo los niveles proteicos de los 
receptores de sustrato del complejo (en nuestro caso Cdt2), mediante la implementación de ARN de 
interferencia. Esta estrategia afecta a todos los sustratos de la E3 ligasa y el fenotipo observado es resultado de 
la alteración combinada de todos los sustratos. (B) Otra forma más específica consiste en identificar primero la 
región de interacción en el sustrato (degron) y luego reemplazar estos aminoácidos para generar un sustrato 
insensible a la regulación por la E3 ligasa. Versiones normales y mutantes en el degron se expresan en líneas que 
no expresen el sustrato. El fenotipo observado en la condición que expresa la versión mutante del degron, será 
una consecuencia de la expresión de la proteína insensible a la regulación por la E3 ligasa. 
 
Diversas publicaciones le atribuyen a G9a la capacidad catalítica del complejo de 
metiltransferasas (105). Teniendo esto en cuenta, decidimos en una primera instancia 
focalizarnos en la identificación del degron de G9a. Asimismo, debido a la alta homología de 
secuencia que existe entre G9a y GLP, esperábamos en una segunda instancia poder 
extrapolar fácilmente los resultados obtenidos del análisis del degron de G9a a GLP. 
El grupo del Dr. Hara (Cancer Institute, Japanese Foundation for Cancer Research, 
Tokyo, Japan) nos facilitó 4 construcciones de G9a, una de lectura completa y tres versiones 
mutantes de deleción que contiene codones de stop prematuros (136). Como se observa en 
el esquema de la Figura 17A la construcción G9a-922, no contiene el dominio SET terminal; 
G9a-685, no contiene los dominios Anquirina y SET terminal; y la construcción G9a-425, que 
además no contiene el dominio Cisteína. Para realizar el mapeo de la región de interacción 
se transfectaron las construcciones de G9a o sus versiones mutantes en combinación con 
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Cdt2 o un vector vacío. Luego se realizó la inmunoprecipitación de G9a para evaluar cuales 
de los mutantes no interactuaba con Cdt2. Como puede observarse en la Figura 17B, sólo el 
mutante de deleción G9a-425 no es capaz de co-inmunoprecipitar Cdt2. El mismo 
experimento se desarrolló usando Cdt2-GFP, y corroboramos que efectivamente sólo el 
mutante G9a-425 era incapaz de co-inmunoprecipitar Cdt2 (Figura 17C). A partir de estos 
resultados, se logró restringir la región de interacción entre los aminoácidos 425-685 
(dominio rico en cisteínas). 
 
Figura 17. Identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2. (A) Representación esquemática de los 
dominios que contienen las construcciones de G9a y sus mutantes de deleción. (B) Las células Hek293T fueron 
transfectadas con una construcción que expresa Cdt2-Myc (Cdt2) o un vector vacío Myc (Vector) en 
combinación con las diferentes construcciones de G9a y sus mutantes. Se realizó la inmunoprecipitación (IP: 
FLAG) de G9a y sus mutantes de deleción. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las 
proteínas detalladas en la imagen o los tags FLAG (G9a) y Myc (Cdt2). Se observa la co-inmunoprecipitación de 
G9a con GLP endógeno. Se observa la expresión de Myc en los Input. (C) Las células Hek293T fueron 
transfectadas con una construcción que expresa Cdt2-GFP (Cdt2) o un vector vacío GFP (Vector) en 
combinación con las diferentes construcciones de G9a y sus mutantes. Se realizó la inmunoprecipitación (IP: 
FLAG) de G9a y sus mutantes de deleción. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las 
proteínas detalladas en la imagen o los tags FLAG (G9a) y GFP (Cdt2). Se observa la expresión de GFP en los 
lisados celulares.  
 
G9a y GLP forman un complejo e interactúan a través de sus dominios SET. En 
concordancia con lo esperado, sólo la construcción de G9a que codifica para la proteína 




A partir de estos resultados y para delimitar el degron dentro del dominio Cisteína de 
G9a, generamos nuevos mutantes de deleción mediante la técnica de mutagénesis dirigida. 
Como puede observarse en la Figura 18, se realizaron inmunoprecipitaciones con varias 
construcciones que expresan mutantes de deleción de G9a. Al igual que el mutante G9a-
425, la construcción G9a-477 no lograba co-inmunoprecipitar Cdt2. Sin embargo, algunos 
mutantes de deleción de G9a (G9a-510, G9a-529) recuperaban la interacción con Cdt2. Pero 
también, teníamos otros mutantes de deleción que generaban proteínas más grandes y 
contenían la región que recuperaba la interacción, y que a pesar de esto no eran capaces de 
co-inmunoprecipitar con Cdt2 (G9a-563, G9a-581, G9a-633 y G9a-666). Con estos resultados 
se lograron restringir dos regiones importantes para la interacción, por un lado, entre el 
aminoácido 666 y el 681, y por el otro entre el 477 y 510, y se optó por continuar el mapeo 
en ambas regiones.  
 
Figura 18. Identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2 utilizando los mutantes de deleción 
generados. Las células Hek293T fueron transfectadas con: una construcción que expresa G9a y un vector vacío 
Myc (calle indicada con G9a/Myc); o Cdt2myc (Cdt2) en combinación con las diferentes construcciones de G9a y 
sus mutantes de deleción (se encuentran representados esquemáticamente); o con un vector vacío Flag y 
Cdt2myc (calle indicada con Flag/Cdt2myc). Se realizó la inmunoprecipitación (IP: FLAG) de G9a y sus mutantes 
de deleción. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra los tags FLAG (G9a) y Myc (Cdt2). 




Utilizando otros mutantes de deleción generados para reducir al mínimo la región 
necesaria para la interacción, logramos definir dos degron en G9a, uno entre los 
aminoácidos 666-671 y otro entre 481-489. 
El objetivo de mapear el degron en G9a tenía como fin reemplazar los aminoácidos 
de esta región para generar un sustrato insensible a la regulación por la E3 ligasa. Por este 
motivo, una vez que se lograron reducir las regiones de interacción, se realizó la sustitución 
por alaninas de los aminoácidos comprendidos en ambas regiones, en el contexto de una 
construcción que interactuaba con Cdt2.  
En una primera instancia, estos mutantes de sustitución se generaron en la 
construcción G9a-681, un mutante de deleción que es capaz de interactuar con Cdt2. Como 
puede observarse en la Figura 19, dos mutantes de sustitución no inmunoprecipitaban Cdt2, 
el *667_5A, que contiene 5 alaninas entre los residuos 667 y 671 inclusive, y el *667_2A que 
tiene dos alaninas en 667 y 668.  
 
Figura 19. Identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2 utilizando mutantes con sustituciones de 
alaninas en el vector G9a-681. Las células Hek293T fueron transfectadas con: una construcción que expresa un 
vector vacío Flag y Cdt2myc (Flag/Cdt2myc); o G9a y un vector vacío Myc (G9a/Myc); o Cdt2myc (Cdt2) en 
combinación con las diferentes construcciones de G9a y sus mutantes de deleción o sus mutantes con 
sustituciones alanina en el contexto del mutante G9a-681. Se realizó la inmunoprecipitación (IP: FLAG) de G9a y 
sus mutantes. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra los tags FLAG (G9a) y Myc 
(Cdt2). Se marcan con una representación esquemática los mutantes que tienen alaninas sustituidas en la 




En una segunda instancia, los mutantes de sustitución se realizaron en la 
construcción que contenía G9a completa. Utilizando dichos plásmidos en experimentos de 
inmunoprecipitación se evidenció que todas las construcciones que tenían estas 
sustituciones en la proteína completa, co-inmunoprecipitaban con Cdt2 (Figura 20). Como el 
mutante G9a-681 no contiene el dominio SET necesario para la interacción con GLP, y en 
cambio, los mutantes de sustitución de G9a interactúan con GLP endógeno (último panel, 
Figura 20), se hipotetizó que la interacción entre G9a y Cdt2 podía ser tanto directa como 
indirecta, y esta última estaría mediada por GLP. 
 
Figura 20. Identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2 utilizando mutantes con sustituciones de 
alaninas. Las células Hek293T fueron transfectadas: con una construcción que expresa un vector vacío Flag y 
Cdt2myc (Flag/Cdt2myc); o Cdt2myc (Cdt2) en combinación con las diferentes construcciones de G9a o sus 
mutantes de deleción o sus mutantes con sustituciones alanina en el contexto de la proteína completa; o G9a y 
un vector vacío Myc (G9a/Myc). Se realizó la inmunoprecipitación (IP: FLAG) de G9a y sus mutantes. Los 
Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra la proteína GLP y los tags FLAG (G9a) y Myc (Cdt2). 
Se marcan en una representación esquemática los mutantes que tienen alaninas sustituidas en las posibles 
regiones de interacción en la proteína completa entre los aminoácidos 667-671 y 481-489. Se puede observar la 
interacción de G9a y sus mutantes con GLP endógeno. 
Para determinar si GLP podía mediar la interacción entre G9a y Cdt2 se utilizaron dos 
enfoques experimentales distintos. Por un lado, la región de interacción entre G9a y GLP se 
encuentra delimitada a unos pocos aminoácidos en el dominio SET de ambas 
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proteínas(105). Utilizando esta información fue posible generar un mutante de G9a que no 
interactúa con GLP, y luego en esta construcción, se realizó la sustitución por alaninas de los 
residuos de las posibles regiones de interacción (Figura 21). Por otro lado, se realizó la 
inmunoprecipitación de G9a y de sus versiones mutantes en una línea celular derivada de la 
línea Hek293T que no expresa la proteína GLP (Figura 22). Esta línea celular fue generada 
mediante el sistema CRISPR/Cas9 (su generación y caracterización se detallará más 
adelante). 
Se verificó que las construcciones generadas a partir del mutante de G9a que no 
interactúan con GLP, efectivamente no eran capaces de co-inmunoprecipitar GLP endógeno 
(G9a co-inmunoprecipita GLP endógeno, en cambio las construcciones de G9a que tienen 
una deleción entre los aminoácidos 1112-1115 en el SET terminal, pierden la capacidad de 
interactuar con GLP; panel inferior de la Figura 21). A pesar de todos estos intentos, no 
logramos encontrar en ninguna de las dos situaciones un mutante de la proteína completa 
que no interactuara con Cdt2 (Figura 21 y 22).  
 
Figura 21. Identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2 utilizando mutantes con sustituciones de 
alaninas II. Las células Hek293T fueron transfectadas con: una construcción que expresa G9a y un vector vacío 
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(sigue pie de figura 21) Myc (G9a/Myc); o Cdt2myc en combinación con las diferentes construcciones de G9a y 
sus mutantes de deleción y sus mutantes con sustituciones alanina (en el contexto de la proteína completa, del 
mutante D que no interactúa con GLP y del vector G9a-681); o un vector vacío Flag y Cdt2myc (Flag/Cdt2myc). 
Se realizó la inmunoprecipitación (IP: FLAG) de G9a y sus mutantes. Los Western Blot se revelaron con 
anticuerpos específicos contra los tags FLAG (G9a) y Myc (Cdt2). Se marcan con una representación 
esquemática los mutantes que tienen alaninas sustituidas en las posibles regiones de interacción en la proteína 
completa y los que además tienen la deleción en el dominio SET que no puede heterodimerizar con GLP. En el 
último panel se observa la co-inmunoprecipitación de GLP endógeno por los mutantes en el contexto de G9a y 




Figura 22. Identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2 utilizando la línea celular GLP-KO. Las células 
que no expresan GLP fueron transfectadas con: una construcción que expresa G9a y un vector vacío Myc 
(G9a/Myc); o Cdt2myc en combinación con las diferentes construcciones de G9a y sus mutantes de deleción y 
sus mutantes con sustituciones alanina (en el contexto de la proteína completa (FL), del vector G9a-681, y del 
mutante D que no interactúa con GLP); o un vector vacío Flag y Cdt2myc (Flag/Cdt2myc). Se realizó la 
inmunoprecipitación (IP: FLAG) de G9a y sus mutantes. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos 
específicos contra los tags FLAG (G9a) y Myc (Cdt2). Se marcan con una representación esquemática los 
mutantes que tienen alaninas sustituidas en las posibles regiones de interacción en la proteína completa y los 
que además tienen la deleción en el dominio SET que no puede heterodimerizar con GLP.  
 
Existía la posibilidad de que sólo una de las regiones de G9a fuese suficiente para la 
interacción con Cdt2, por lo tanto, como última estrategia se realizó el doble mutante. En la 
construcción de G9a se modificaron por alaninas los residuos entre los aminoácidos 481-489 
y 667-671. Como se puede observar en la Figura 23 este mutante, al igual que las 





Figura 23. Identificación de la región de interacción de G9a con Cdt2 utilizando el doble mutante. Las células 
Hek293T fueron transfectadas con: una construcción que expresa G9a y un vector vacío Myc (G9a/Myc); o 
Cdt2myc en combinación con las diferentes construcciones de G9a y mutantes de deleción y sus mutantes con 
sustituciones alanina en el contexto de la proteína completa, y el mutante que tiene sustituciones por alanina 
en ambas regiones; o un vector vacío Flag y Cdt2myc (Flag/Cdt2myc). Se realizó la inmunoprecipitación (IP: 
FLAG) de G9a y sus mutantes. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra los tags FLAG 
(G9a) y Myc (Cdt2). Se marcan con una representación esquemática los mutantes que tienen alaninas 
sustituidas en las dos posibles regiones de interacción en la proteína completa. Se muestra el input de cada 
muestra. 
 
Considerando todos los resultados hasta ahora descriptos, podemos concluir que las 
regiones entre los aminoácidos 481-489 y 667-671 no tienen un rol fundamental para la 
interacción entre G9a y Cdt2. Evidentemente la introducción de mutaciones dentro de la 
construcción puede causar desarreglos estructurales en la conformación tridimensional de 
la proteína. Posiblemente por este motivo algunos mutantes de deleción pierdan la 
capacidad de interactuar con la E3 ligasa. Por las dificultades descriptas no pudimos 
identificar con mayor precisión el degron de G9a. 
G9a interactúa con los dominios WD40 de Cdt2 
Como no fue posible determinar el degron de G9a, con el fin de generar un mutante 
de Cdt2 incapaz de interactuar con la metiltransferasa, se decidió determinar la región de 
interacción de Cdt2 con G9a. Para determinar con qué región de la E3 ligasa interactuaba 
G9a se realizó una inmunoprecipitación de construcciones que contenían Cdt2 y dos 
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mutantes de deleción. En la Figura 24A puede observarse un esquema de Cdt2 y la posición 
en la cual se mutaron los residuos para generar los codones de stop. Ambos mutantes Cdt2-
399 y Cdt2-576, contienen los dominios WD40, y al igual que Cdt2 interactúan con G9a 
endógeno (Figura 24B). Los receptores de sustrato de las E3 ligasas CRLs se caracterizan por 
contener estos dominios de repetición WD40, y esta estructura es la que funciona como una 
plataforma para la unión de los sustratos. Debido a que cualquier mutación dentro de ese 
dominio desensamblaría la estructura proteica, no nos fue posible mapear la región de 
interacción más allá del aminoácido 399 de Cdt2.  
Como control de la especificidad de la co-inmunoprecipitación, se corroboró que el 
mutante Cdt2-399 no interactúa con DDB1 (Figura 24B, último panel), esta proteína que 
forma parte del complejo CRL, actúa como puente y une al receptor de sustrato con la 
Cullina4. 
 
Figura 24. Identificación de la región de Cdt2 que interactúa con G9a. (A) Representación esquemática de Cdt2, se 
marca la región que forma la estructura de los dominios WD40. (B) Las células Hek293T fueron transfectadas 
con una construcción que expresa un vector vacío (Vector), Cdt2-FLAG-HA (Cdt2) o sus mutantes de deleción 
(399 y 576). Se realizó la inmunoprecipitación (IP: FLAG) de Cdt2 y sus mutantes. Los Western Blot se revelaron 




Caracterización molecular de la interacción  
Cdt2 también interactúa con ZNF644 y WIZ  
Durante el desarrollo de esta tesis dos grupos de investigación aportaron nuevos 
datos muy interesantes en relación con el funcionamiento del complejo enzimático 
G9a/GLP. Por un lado, en 2015, el grupo del Dr. Xiaochun Yu (Division of Molecular Medicine 
and Genetics, University of Michigan Medical School, United States) encontró que G9a y GLP 
interactuaban con dos proteínas, ZNF644 y WIZ. Estas dos proteínas reconocen secuencias 
nucleotídicas consenso y median la interacción del complejo con el ADN (106). A partir de 
esta información, revisamos los datos obtenidos de nuestras purificaciones e identificamos 
que ambas proteínas se encontraban, al igual que G9a y GLP, dentro de los primeros 12 
posibles interactores de Cdt2 en el orden de mérito antes mencionado (Tabla 3, Figura 
25A). 
Asimismo, el grupo del Dr. David Cortez (Department of Biochemistry, Vanderbilt 
University School of Medicine, Nashville) en un trabajo publicado unos meses después 
demostró que el complejo multiproteico formado por G9a/GLP/ZNF644 y WIZ formaba 
parte del replisoma. El replisoma es una gran maquinaria proteica compuesta por 
polimerasas, helicasas, nucleasas y E3 ligasas necesarias para la síntesis del ADN, y 
recientemente se comprobó la existencia de factores que regulan la modificación post-
traduccional de las histonas, como G9a y GLP. Los datos publicados muestran que la 
proteína ZNF644 está altamente enriquecida en las horquillas de replicación, que co-localiza 
con PCNA en estos sitios, y además que los niveles de G9a y GLP se correlaciona con la 
abundancia de ZNF644 en el ADN naciente (107). Además, a partir del análisis detallado de 
los datos crudos del trabajo antes citado, se confirmó que Cdt2 estaba presente también en 
los replisomas y que los niveles de Cdt2 también se correlacionan con los de todo el 
complejo antes mencionado.  
Teniendo en cuenta estos datos se decidió estudiar si en nuestras condiciones 
experimentales CRL4Cdt2 se encontraba asociado también con ZNF644 y WIZ. Como se 
observa en la Figura 25B Cdt2 sobre-expresado interactúa con ZNF644 y WIZ endógenos en 
la fracción cromatínica. Las purificaciones antes mencionadas se llevaron a cabo también en 
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presencia de inhibidor de protesoma (MG132) y de E3 ligasas CRLs (MLN4924). En dicho 
experimento también fuimos capaces de verificar la interacción de Cdt2 con las proteínas 
que forman parte del complejo CRL4Cdt2. 
 
Figura 25. Cdt2 interactúa con todos los miembros del complejo G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. (A) Lista de interactores 
de Cdt2 en la fracción cromatínica, se encuentran señalados los miembros del complejo G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. 
(B) Las células Hek293T fueron transfectadas con una construcción que expresa Cdt2-FLAG-HA (Cdt2) o un 
vector vacío (V). Las muestras fueron tratadas con inhibidor de proteosoma (MG132) e inhibidor indirecto de 
cullinas (MLN4924). Se realizó la inmunoprecipitación (IP: FLAG) de Cdt2. Los Western Blot se revelaron con 
anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen o el tag FLAG (Cdt2). Se observan los input 
de cada muestra. 
 
Nuestros resultados demuestran que CRL4Cdt2 se asocia al complejo formado por 
G9a/GLP/ZNF644 y WIZ y es de esperar que esta interacción tenga un rol activo en procesos 
relacionados con la replicación y la reparación del ADN. 
Estudio de los efectos de CRL4Cdt2 en la vida media de los distintos componentes 
del complejo G9a/GLP/ZNF644 y WIZ  
 La ubiquitinación de proteínas es una modificación postraduccional que consiste en 
la unión de moléculas de ubiquitina a sustrato. Una de las funciones mejor caracterizada de 
esta modificación es la señalización para la degradación proteosomal del sustrato 
ubiquitinado. No obstante, se ha demostrado que la ubiquitinación puede participar en 
distintas señalizaciones dentro de las células dependiendo de la lisina involucrada en la 
unión. Además, sobre un sustrato puede unirse una única molécula en un solo sitio, o en 
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varios a lo largo de la proteína, lo que hace aún más intrincado el estudio de este tipo de 
modificaciones post-traduccionales. 
 Para verificar si una E3 ligasa específica contribuye al control de la degradación de la 
proteína de interés, se procede a depletar la E3 ligasa de las células y observar si hay 
cambios en la tasa de degradación del sustrato en estudio. A este fin se utiliza el compuesto 
cicloheximida, que inhibe la síntesis proteica y se utiliza en el estudio de la vida media de las 
proteínas (Figura 26A).  
Utilizando ARN de interferencia contra Cdt2, evaluamos la vida media de G9a, GLP, 
ZNF644 y WIZ con el fin de determinar si se encontraban afectadas por la actividad de la E3 
ligasa. Como puede observarse en la Figura 26B, los niveles proteicos de G9a, GLP, ZNF644 y 
WIZ son muy estables hasta después de 5 horas, demostrando que el silenciamiento de Cdt2 
no afecta la vida media de las metiltransferasas. 
 
Figura 26. Efecto del silenciamiento de Cdt2 en la vida media de los distintos componentes del complejo 
G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. (A) La cicloheximida inhibe la síntesis proteica y se utiliza en el estudio de la vida media 
de las proteínas. (B) En los paneles de la derecha se observa la vida media de las proteínas del complejo 
estudiado en la condición control y en ausencia de la E3 ligasa. A la izquierda se observa la tinción con Ponceau 
de cada membrana, que se utilizó como control de carga. Los tiempos de tratamiento se detallan en la imagen. 
Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen.  
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Si bien pudimos demostrar la interacción entre CRL4Cdt2 y el complejo 
G9a/GLP/ZNF644 y WIZ nuestros resultados indican que esta E3 ligasa no regula los niveles 
proteicos totales de los miembros de este complejo en la fracción cromatínica. Sin embargo, 
estos resultados no nos permiten descartar que sólo una pequeña fracción de estas 
metiltransferasas, o de los factores que median su unión con el ADN, se encuentren 
regulados por la E3 ligasa bajo alguna condición determinada.  
Generación de líneas celulares que expresan Cdt2 de manera inducible 
Como se mencionó anteriormente, CRL4Cdt2 es un factor esencial para la normal 
progresión ciclo celular y está ampliamente demostrado que el silenciamiento de Cdt2 por 
tiempos prolongados generan re-replicación e inestabilidad genómica (137). Como se 
observa en la Figura 27A y B, cuando los niveles de Cdt2 disminuyen por más de 24 hs, se 
producen sucesivas rondas de replicación del ADN sin división celular que producen un 
aumento en el tamaño nuclear. Asimismo, mientras que en las células transfectadas con 
ARN de interferencia control pueden observarse células dividiéndose activamente, esto no 




Figura 27. El silenciamiento de Cdt2 produce un aumento en el tamaño nuclear. (A) Tinción con DAPI de los 
núcleos en la condición control (SiNS) y Cdt2 silenciado (SiCdt2) por 48 hs. (B) Cuantificación del tamaño de los 
núcleos en ambas condiciones.  
 
Con el objeto de estudiar el efecto de la depleción de Cdt2 a tiempos cortos y evitar 
las consecuencias que se presentan al utilizar ARN de interferencia, se decidió generar una 
línea celular estable que permite regular la expresión de Cdt2 en modo inducible. Asimismo, 
esta línea celular fue transducida con un shARN dirigido contra el 3’ UTR de Cdt2. De este 
modo en presencia del inductor (Doxiciclina) se puede lograr una expresión regulable de 
Cdt2 en las células. Al remover el inductor del medio, la expresión de Cdt2 se reduce casi de 




Figura 28. Caracterización de la línea celular estable que expresa Cdt2 de manera inducible. (A) Cuando se retira el 
inductor (Doxiciclina) la expresión de Cdt2 en las células se reduce por completo cerca de las 16 hs. (B) La 
inmunofluorescencia muestra la expresión de Cdt2 sin y con el inductor. 
 
Para descartar que alteraciones por la falta de Cdt2 puedan haber interferido en los 
estudios antes mencionados, con esta línea celular se realizaron nuevamente los 
experimentos de cicloheximida para corroborar la estabilidad y la vida media de 
G9a/GLP/ZNF644 y WIZ sobre la fracción cromatínica.  
Los resultados así obtenidos confirman nuestros resultados previos, e indican que 





Figura 29. Efecto de la reducción de Cdt2 en la línea celular inducible sobre la vida media de los distintos 
componentes del complejo G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. En los paneles de la derecha se observa la vida media de las 
proteínas del complejo estudiado en condición sin Cdt2 y en presencia de Cdt2 (DOX). A la izquierda se observa 
la tinción con Ponceau de cada membrana, que se utilizó como control de carga. Los tiempos de tratamiento se 
detallan en la imagen. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas 
en la imagen. Se utilizo ARN de interferencia control (SiNS), contra WIZ (SiWIZ), contra ZNF644 (SiZNF644) para 
definir cuál era la banda especifica.  
 
 Sin embargo, durante la identificación del degron de G9a observamos que el 
mutante que no contaba con el dominio SET terminal, G9a-922, co-inmunoprecipitaba más 
Cdt2 (Figura 17B y C). La región de interacción entre G9a/GLP en el dominio SET se 
encuentra delimitada y se conocen cuáles son los aminoácidos necesarios para la formación 
del complejo. A partir de esta información, generamos construcciones que expresan las 
versiones mutantes de estas proteínas en esta región. Los mutantes así generados no 
poseen actividad catalítica y difieren en la capacidad de interacción a través de sus dominios 
SET. Utilizando estos mutantes de G9a y GLP se decidió evaluar si estas características 
influenciaban su interacción con Cdt2. Por un lado, los diferentes mutantes de G9a lograron 
co-inmunoprecipitar Cdt2 de forma similar en la fracción cromatínica (Figura 30A, también 
puede observarse la capacidad de interacción de cada mutante funcional de G9a con GLP 
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endógeno). En cambio, como se puede observar en la Figura 30B los mutantes de GLP 
difieren en la capacidad de co-inmunoprecipitar con Cdt2. Específicamente, el mutante de 
GLP-NHLE co-inmunoprecipita más Cdt2 que el control y en concordancia con los datos 
publicados interactúa menos con G9a. En línea con lo anterior, el mutante de GLP-Del1198-
1201, que no puede interactuar con G9a, co-inmunoprecipita más Cdt2 que el control y que 
el mutante GLP-NHLE. Asimismo, utilizamos otro mutante, GLP-C1201A que no tiene 
actividad catalítica pero que puede interactuar con G9a, y observamos que, a diferencia de 
los otros mutantes, GLP-C1201A y GLP normal co-inmunoprecipitan Cdt2 a niveles muy 
similares.  
 
Figura 30. Interacción de los mutantes catalíticos de G9a y GLP con Cdt2. Las células Hek293T fueron 
transfectadas con: un vector Flag y Cdt2-Myc (Flag/Cdt2-Myc); o con G9a y un vector Myc (G9a/Myc); o con 
construcciones normales y mutantes catalíticas de G9a (A) y GLP(B). Se observa los lisados celulares totales a la 
izquierda y la IP:FLAG a la derecha. Se observa la capacidad de cada mutante de G9a y GLP de co-
inmunoprecipitar con Cdt2-Myc. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas 
detalladas en la imagen y los tag FLAG (G9a) y Myc (Cdt2). 
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Estos resultados indicaban que la interacción entre GLP y Cdt2 parecía estar afectada 
por su capacidad de interacción con G9a, pero no por su actividad catalítica. Por este 
motivo, nos preguntamos sí CRL4Cdt2 regulaba específicamente un subconjunto de GLP que 
no interactuaba con G9a. Para determinar si la capacidad de interacción de GLP y G9a 
influenciaba la vida media de GLP se realizaron ensayos de cicloheximida en la línea celular 
que expresa Cdt2 de manera inducible. Como puede observarse en la Figura 31, los niveles 
basales y la vida media de GLP-Del1198-1201 y GLP-NHLE son menores que los del control, 
tanto en la fracción soluble como en la fracción cromatínica. Sin embargo, cuando 
disminuyen los niveles proteicos de Cdt2 estos mutantes no aumentan su estabilidad. 
Nuevamente, el mutante GLP-C1201A que es capaz de dimerizar con G9a y puede formar un 
complejo con capacidad catalítica se expresa de forma similar al control, y aunque tiene una 
estabilidad ligeramente menor que la de la proteína normal, la vida media tampoco está 
afectada por los niveles proteicos de Cdt2 en las células estudiadas.  
 
Figura 31. Efecto de la reducción de Cdt2 en la vida media de los mutantes catalíticos de GLP. La línea celular que 
expresa Cdt2 de manera inducible fue transfectada con los diferentes mutantes catalíticos de GLP. Las muestras 
fueron separadas en dos fracciones (Fracción Soluble y Fracción Cromatínica). La condición en presencia de 
Cdt2 está marcada como DOX. Los tiempos de tratamiento se detallan en la imagen. Los Western Blot se 
revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen y el tag Flag que reconoce la 




Por lo tanto, si bien la interacción entre GLP y Cdt2 parecería estar influenciada por 
su capacidad de formar un complejo estable con G9a, y en cambio, no por su actividad 
catalítica, confirmamos que la E3 ligasa CRL4Cdt2 no regula los niveles proteicos de GLP. 
Análisis de los niveles proteicos de G9a y GLP a través del ciclo celular 
La mayoría de los sustratos descriptos de CRL4Cdt2 oscilan durante el ciclo celular, con 
niveles máximos en la fase G1 del ciclo celular y mínimos durante la fase S, en coincidencia 
con el inicio de la replicación (138). Con el fin de evaluar posibles variaciones en los niveles 
proteicos de G9a y GLP durante el ciclo celular, tanto en la fracción soluble como en la 
cromatínica, se utilizaron dos métodos de sincronización diferentes. Por un lado, las células 
se sincronizaron en G1/S con un doble bloqueo con Timidina, que permite estudiar con 
detalle la evolución desde la fase S hacia la fase G2. Como se observa en la Figura 32 en los 
paneles de la izquierda los niveles proteicos de G9a y GLP se mantienen estables en la 
fracción cromatínica durante la progresión de la fase S. 
Por otro lado, se sincronizaron las células con Nocodazole, que imposibilita la 
formación del huso acromático y arresta las células en mitosis, permitiendo estudiar la 
transición de la fase G1 a la fase S. Como se observa en los paneles de la derecha de la 
Figura 32 los niveles proteicos de G9a y GLP aumentan gradualmente en la fracción 
cromatínica una vez que las células salen de mitosis y entran nuevamente en G1. Si bien se 
observa que los niveles proteicos de G9a y GLP aumentan durante la fase G1 del ciclo celular 





Figura 32. Análisis de los niveles proteicos de G9a y GLP a través del ciclo celular. (A) Los niveles de G9a en ambas 
fracciones a distintos tiempos de la sincronización con Timidina y Nocodazole. (B) Los niveles de GLP en ambas 
fracciones a distintos tiempos de la sincronización con Timidina y Nocodazole. A la izquierda se observan las 
tinciones con Ponceau utilizadas como control de carga. Los tiempos de cada punto de la sincronización se 
detallan en la imagen. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas 
en la imagen. 
 
En la Figura 33 se pueden observar los perfiles del ciclo celular de las muestras 
recolectadas a partir del momento inicial de la sincronización y en cada tiempo indicado. 
También se encuentra detallado en una tabla el porcentaje de células en cada fase del ciclo 
en cada uno de los puntos en los cuales se tomó una muestra. Estos datos se tuvieron en 
cuenta para corroborar la sincronización. En concordancia con esto, como control de la 
sincronización se observaron los niveles de PCNA y la Ciclina E, que poseen sus picos 




Figura 33. Perfiles del ciclo celular de las muestras sincronizadas con Timidina y Nocodazole. Los perfiles de ciclo 
celular y la tabla en color rosa se corresponden a la sincronización con Timidina, en color verde se corresponden 
con la sincronización con Nocodazole. Las muestras fueron recolectadas a partir del momento inicial de la 
sincronización y en cada tiempo indicado. También se encuentra detallado en una tabla el porcentaje de células 
en cada fase del ciclo en cada uno de los tiempos en los cuales se tomó una muestra de sincronización. 
Nuestros resultados muestran que los niveles proteicos de G9a y GLP no varían 
durante la progresión del ciclo celular en concordancia con el hecho de que CRL4Cdt2 no 
promueve su degradación proteosomal. 
Estudio del efecto de CRL4Cdt2 en la poliubiquitinación de G9a, GLP, ZNF644 y 
WIZ 
 Para evaluar la ubiquitinación de G9a/GLP/ZNF644 y WIZ se utilizó una técnica muy 
robusta que permite la purificación de proteínas poliubiquitinadas. La misma se basa en la 
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utilización de dominios en tándem de unión a ubiquitinas resistentes a tripsina (trypsin-
resistant tandem ubiquitin-binding entity(ies) (TR-TUBE)). TR-TUBE protege las proteínas 
conjugadas con poliubiquitina tanto de la degradación proteosomal como de las enzimas 
deubiquitinasas (DUB) en los lisados celulares, tan eficientemente como los inhibidores 
específicos de estas enzimas. Además, estos dominios de unión a ubiquitina están 
etiquetados con FLAG que permite una eficiente purificación (Figura 34A).  
 Para la puesta a punto de esta técnica se utilizó una construcción que expresa TR-
TUBE, así como una versión mutante deficiente en la interacción con las cadenas de poli-
ubiquitina, TR-TUBE-Mut. Este última, posee en su secuencia aminoacídica alaninas que 
sustituyen dos leucinas en los dominios de unión a ubiquitina, y dicha sustitución se repite 
en cada una de las cuatro copias en tándem de los dominios que la construcción posee (139, 
140). Como control positivo del experimento fuimos a analizar el nivel de ubiquitinación de 
la proteína p21 que se conoce posee una vida media muy corta debido a su degradación 
proteosomal constitutiva. Como puede observarse en la Figura 34B sólo la construcción TR-
TUBE es capaz de inmunoprecipitar de modo eficiente versiones poliubiquitinadas de p21. 
En las mismas condiciones experimentales fuimos capaces de purificar G9a poliubiquitinado. 
 
Figura 34. Puesta a punto de la técnica para la inmunoprecipitación de sustratos poliubiquitinados TR-TUBE. (A) 
Representación esquemática del funcionamiento de la técnica TR-TUBE (Yoshida, et al., 2015). (B) Las células 
Hek293T fueron transfectadas con una construcción que expresa TR-TUBE o su versión mutante. Se realizó una 
inmunoprecipitación de FLAG, y se corroboró la inmunoprecipitación de p21 y de G9a poliubiquitinado. Lisados 
celulares totales en la izquierda e IP:FLAG (TR-TUBE) en la derecha. (C) Las células Hek293T fueron transfectadas 
con una construcción G9a en combinación con un vector Myc vacío, Cdt2myc o el mutante Cdt2R246Amyc. 
Input en la izquierda e IP:FLAG (G9a) en la derecha. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos 
contra las proteínas detalladas en la imagen y los tag FLAG (G9a) y Myc (Cdt2). 
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 Una vez puesta a punto la técnica, se decidió evaluar si la sobre-expresión de Cdt2 
aumentaba los niveles de poliubiquitinación de G9a y GLP. La estrategia consistió en sobre-
expresar Cdt2, así como también una construcción que expresa una versión mutante de 
Cdt2 que se generó por mutagénesis (Cdt2R246A)(58, 77). Este mutante de Cdt2 tiene la 
capacidad de interactuar con G9a (Figura 34C), pero es incapaz de ligar ubiquitina a sus 
interactores, debido a que no se asocia al complejo CRL4 porque no se puede unir a DDB1. 
Al sobre-expresar el receptor de sustrato de la E3 ligasa CRL4Cdt2, esperábamos observar un 
aumento en los niveles de poliubiquitinación de G9a, que se revertiría cuando se sobre-
expresara el mutante Cdt2R246A.  
En la Figura 35, a la izquierda se muestran los lisados totales de cada muestra, y a la 
derecha la inmunoprecipitación de TR-TUBE. Como puede observarse la sobre-expresión de 
Cdt2 no produce un aumento en los niveles de las formas poliubiquitinadas de G9a y GLP. 
Como es de esperar, en las calles control sin transfectar, TR-TUBE mutante y TR-TUBE 
mutante más Cdt2 (7, 8 y 10) no se observa la presencia de formas poliubiquitinadas de 




Figura 35. Estudio del efecto de CRL4Cdt2 en la poliubiquitinación de G9a (primer panel) y GLP (segundo panel). Las 
células fueron transfectadas con TR-TUBE o su versión mutante en combinación con la construcción que 
expresa Cdt2Myc y Cdt2R246A. Input en la izquierda e IP:FLAG (TR-TUBE) en la derecha.  Los Western Blot se 
revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen y los tag FLAG (TR-TUBE) y 
Myc (Cdt2). En el panel anti-Myc se puede observar en los lisados totales las muestras que sobre-expresan Cdt2 
o su versión mutante (calles 4,5 y 6). La versión mutante de TR-TUBE se expresa más en las células que la 
normal. TR-TUBE mutante puede detectarse en las muestras de los lisados celulares e inmunoprecipita mucho 
más que TR-TUBE normal (inmediatamente por encima de las inmunoglobulinas que se ven en todas las calles 
de la inmunoprecipitación puede observarse la diferencia en el nivel de purificación de la versión mutante de 
TR-TUBE con respecto a la normal, último panel). La flecha marca la banda específica. El asterisco marca una 
banda inespecífica.  
Cuando evaluamos en el mismo experimento ZNF644 y WIZ, se obtuvo el mismo 
resultado, ambas proteínas inmunoprecipitaron con TR-TUBE, pero la poli-ubiquitinación de 




Figura 36. Estudio del efecto de CRL4Cdt2 en la poliubiquitinación de WIZ (primer panel) y ZNF644 (segundo panel). 
Las células fueron transfectadas con TR-TUBE o su versión mutante en combinación con la construcción que 
expresa Cdt2Myc y Cdt2R246A. Lisados celulares totales en la izquierda e IP:FLAG (TR-TUBE) en la derecha.  Los 
Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen. La flecha 
marca la banda específica.  
En base a los resultados antes mencionados podemos concluir que CRL4Cdt2 no afecta 
la poliubiquitinación de G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. Sin embargo, a pesar de estos resultados, 
no podemos descartar que Cdt2 medie la monoubiquitinación de alguna de estas proteínas, 
así como tampoco se puede descartar que la poliubiquitinación suceda como respuesta a un 
estímulo determinado. 
Generación de líneas celulares mediante la técnica de CRISPR/Cas9 
Una vez validada la interacción entre la E3 ligasa CRL4Cdt2 y G9a y GLP se generaron 
las herramientas necesarias para el estudio funcional de dicha asociación. Para la evaluación 
de la implicancia biológica de esta interacción necesitábamos generar líneas celulares 
deficientes en la expresión de las metiltransferasas de histonas. Para este último objetivo, 
se generaron líneas celulares knockout de G9a y GLP mediante la técnica de CRISPR/Cas9. 
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 Utilizando esta técnica, y luego del chequeo mediante Western Blot de 
aproximadamente 100 clones por cada línea, se lograron obtener líneas estables que no 
expresan G9a y GLP (Figura 37, cada calle se corresponde con un clon individual).  
 
Figura 37. Chequeo de clones G9a-KO y GLP-KO generados por CRISPR/Cas9. Los Western Blot se revelaron con 
anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen. Cada calle se corresponde con un clon. Los 
clones que no expresan G9a y GLP se encuentran marcados. 
Un primer análisis demostró que no existían diferencias importantes en el perfil del 
ciclo celular de los clones seleccionados con respecto al control (Figura 38A). Como se 
observa en la Figura 38B, además se observó que la línea GLP-KO expresa menos G9a 
consistentemente con lo reportado por otros grupos de investigación (99, 141). Las líneas 
celulares así generadas fueron utilizadas en el contexto de una colaboración con otro grupo 
de investigación, y los resultados obtenidos dieron lugar a una publicación de la cual 




Figura 38. Caracterización de los clones knockout de GLP y G9a. (A) Perfiles de ciclo celular de la línea control y de 
las líneas GLP-KO y G9a-KO, en la tabla se encuentran detallados los porcentajes de células en cada fase del ciclo 
celular en cada línea celular. (B) Caracterización de los niveles de expresión de las líneas generadas. En el panel 
de arriba se observa la tinción con Ponceau que se utilizó como control de carga. Los Western Blot se revelaron 
con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen. Se utilizaron ARNs de interferencia 
para corroborar la especificidad del knockout. 
Seguidamente, decidimos evaluar si la disminución en los niveles de G9a en 
consecuencia de la disminución de GLP era una consecuencia de la actividad de CRL4Cdt2. 
Como puede observarse en la Figura 39 la depleción de Cdt2 en ausencia de GLP no restaura 





Figura 39. La disminución de G9a luego del silenciamiento de GLP es Cdt2-independiente. Las células HeLa fueron 
transfectadas con ARN de interferencia (Si-) como se detalla en la Imagen. Las muestras fueron separadas en 
dos fracciones (Fracción Soluble y Fracción Cromatínica). A la izquierda la tinción con Ponceau que se utilizó 
como control de carga. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas 
detalladas en la imagen.  
Análisis de modificaciones post-traduccionales de Cdt2  
 G9a modifica la lisina de la secuencia aminoacídica “TARK” en el N-terminal de la 
histona 3. En los últimos años se ha reportado que G9a puede además reconocer este 
motivo en otras proteínas y modificarlo post-traduccionalmente (143). Como nuestro 
resultados indicaban que G9a y GLP no eran sustratos de la E3 ligasa CRL4Cdt2, decidimos 
evaluar si Cdt2 era un sustrato de la actividad metiltransferasa de G9a. A pesar de que Cdt2 
no contiene en su secuencia ningún motivo TARK, si contiene varios dipéptidos “RK” 
(Arginina-Lisina), que representan la secuencia mínima reconocida por G9a.  
En este sentido, con el objeto de verificar si los dipéptidos de Cdt2 eran metilados 
por G9a y GLP se decidió analizar mediante espectrometría de masa Cdt2 purificado en la 
línea control, y las líneas Knockout de G9a y GLP obtenidas por CRISPR/Cas9 descriptas 
anteriormente. A este fin, las 3 líneas fueron transfectadas transientemente con Cdt2. Las 
muestras fueron lisadas en un buffer con alta concentración de SDS, sonicadas y 
posteriormente se diluyó en PBS 1X para realizar la inmunoprecipitación de Cdt2. Para 
evaluar la eficiencia de la purificación de Cdt2, las muestras eluidas fueron corridas en un 
gel de acrilamida que se tiño mediante la tinción de plata (Figura 40). Asimismo, debido al 
rol fundamental que tiene esta E3 ligasa durante la reparación del daño al ADN, se 
realizaron tratamientos con radiación UV para evaluar si la metilación estaba influenciada 




Figura 40. Tinción de plata de la purificación de Cdt2 para el análisis de metilaciones. Las células Hek293T, G9a-KO 
y GLP-KO fueron transfectadas con Cdt2-FLAG-HA. Se realizó la inmunoprecipitación. Se observan los input y la 
IP:FLAG. 
Tabla 4. Análisis de modificaciones post-traduccionales de Cdt2. En la tabla se detallan los péptidos que se 
encontraron modificados en cada línea analizada. 
 
El análisis de nuestros resultados muestra que, en líneas generales, no se observaron 
diferencias significativas en las distintas muestras evaluadas (Tabla 4). En particular no se 
observaron modificaciones post-traduccionales en ninguno de los dipéptidos RK presentes 
en Cdt2 (Figura 41, Tabla 5). Es importante destacar que obtuvimos un 75-80% de cobertura 




Figura 41. Representación esquemática de la posición de los dipéptidos “RK” de Cdt2. 
Tabla 5. Cantidad de péptidos analizados de los dipéptidos “RK” de Cdt2 en cada línea celular. 
 
 En este sentido, aunque en general la cobertura de secuencia de Cdt2 fue bastante 
alta, algunas de las regiones que contenían dipéptidos “RK” no se encontraban 
representadas, por lo tanto, no podemos descartar que G9a y GLP puedan modificar a Cdt2 
en alguno de estos sitios. 
G9a y su rol en la reparación del ADN 
G9a cumple varias funciones muy importantes dentro de las células, la más 
conocida, es su rol como metiltransferasa de histonas. Pero, como ya hemos mencionado 
anteriormente, también tiene la capacidad de metilar otras proteínas no histonas. 
Asimismo, G9a puede interactuar con otros factores proteicos y es capaz de modular la 
transcripción, independientemente de su capacidad catalítica. 
En el último tiempo, G9a y su rol en la replicación y en la reparación del ADN ha 
despertado el interés de varios grupos de investigación. En particular, es importante 
destacar, el trabajo publicado en julio de 2017 por el grupo del Dr. Zhu (Laboratory of 
Carcinogenesis and Translational Research -Laboratory of Protein Posttranslational 
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Modifications and Cell Function, Peking University Health Science Center, Beijing, China), que 
demuestra que G9a posee un rol activo en la reparación del daño al ADN. G9a se recluta a 
los sitios de daño e induce el cargado de RPA y Rad51, promoviendo de esta manera la 
reparación por recombinación homóloga (110). En línea con lo anterior, se sabe que, ante 
distintos tipos de estrés genotóxico, CRL4Cdt2 regula factores proteicos importantes en la 
replicación del ADN y la división celular, como CDT1 y Set8. En base a estas observaciones 
decidimos estudiar si la interacción de los complejos CRL4Cdt2 G9/GLP cumplía algún rol en 
los mecanismos de reparación del ADN. 
Los inhibidores de topoisomerasas se utilizan para estudiar la respuesta al daño al 
ADN durante la replicación. En primer lugar, se decidió evaluar si en nuestro sistema, la 
utilización de CPT y VP16 (inhibidores de topoisomerasa) tenía algún efecto sobre los niveles 
de G9a y GLP en la cromatina. Si bien pudimos constatar que el uso de estas drogas genera 
daño al ADN (aumento de la fosforilación de γH2AX, de p53 en la Serina 15 y de RPA), los 
niveles proteicos de G9a y GLP sobre la cromatina no se vieron alterados. Asimismo, el 
silenciamiento de Cdt2 tampoco tiene un efecto en los diferentes tratamientos (Figura 42).  
 
Figura 42. Evaluación de los niveles sobre la cromatina de G9a y GLP durante el daño al ADN. Las muestras fueron 
transfectadas con ARN de interferencia control (SiNS) o contra Cdt2 (SiCdt2). Como agentes causantes de daño 
al ADN se utilizó CPT y VP16 (inhibidores de topoisomerasa) en Los tiempos indicados en la imagen. A la 
izquierda se observa la tinción con Ponceau que utilizamos como control de carga. Los Western Blot se 
revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas en la imagen.  
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En la publicación del grupo del Dr. Zhu se demuestra que la fosforilación en la serina 
211 de G9a es necesaria para su reclutamiento sobre la cromatina. En el contexto de 
nuestro proyecto, una hipótesis posible era que esta modificación post-traduccional 
modificara la capacidad de interacción de G9a con la E3 ligasa CRL4Cdt2. En este sentido, se 
decidió verificar si versiones mutantes de G9a en este residuo alteraban su capacidad de 
interacción con Cdt2. Se utilizaron dos mutantes que tienen una sustitución en la posición 
211, uno de ellos contiene una alanina que no se puede fosforilar, S211A, el otro mutante, 
S211D, tiene una sustitución que mimetiza la fosforilación. En experimentos de co-
inmunoprecipitación se observó que ambos mutantes podían co-inmunoprecipitar Cdt2 de 
manera similar (Figura 43). 
 
Figura 43. Cdt2 interactúa de forma similar con los mutantes de G9a S211A y S211D. Las células Hek293T fueron 
transfectadas con: una construcción que expresa Cdt2myc o un vector vacío (myc) en combinación con las 
diferentes construcciones de G9a y sus mutantes, o un vector vacío FLAG (Vector). Se realizó la 
inmunoprecipitación (IP: FLAG) de G9a y sus mutantes. A la izquierda se encuentran los lisados celulares totales. 
Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos para la proteína Cdt2 y contra los tag FLAG (G9a). 
Asimismo, decidimos evaluar si la fosforilación de G9a tenía algún efecto en la vida 
media de esta proteína. En línea con lo anterior, no se observó que los niveles proteicos de 
los mutantes se encontraran afectados por la disminución de Cdt2 en ambas fracciones 




Figura 44. Efecto de la reducción de Cdt2 en la vida media de los mutantes de G9a (S211A y S211D). Las muestras 
fueron transfectadas con ARN de interferencia control (SiNS) y contra Cdt2 (SiCdt2), y posteriormente con G9a o 
sus versiones mutantes, S211A y S211D, y el mutante 666, que no tiene la capacidad de interactuar con Cdt2. 
Las muestras fueron separadas en dos fracciones (Soluble y Cromatínica). Los tiempos de tratamiento se 
detallan en la imagen. Los Western Blot se revelaron con anticuerpos específicos contra las proteínas detalladas 
en la imagen y el tag Flag que reconoce las construcciones de G9a sobre-expresada.  
Pese a que en condiciones de estrés genotóxico no observamos cambios en los 
niveles proteicos globales de G9a y GLP asociados a la cromatina, decidimos generar daño al 
ADN en una región puntual y evaluar el reclutamiento de G9a. Para llevar a cabo estos 
experimentos se utilizó un microscopio de fluorescencia que contenía un sistema de live 
imaging.  
A este fin, generamos una línea celular que expresa GFP-G9a de manera estable. 
Utilizando esta línea se comprobó que, efectivamente, esta proteína se recluta a los sitios de 
daño. Una vez realizada esta puesta a punto, se evaluó si este reclutamiento se veía 
afectado por el silenciamiento de Cdt2. Para evitar el estrés que se genera al silenciar Cdt2 
de manera prolongada, se realizó la transfección del ARN de interferencia 30 horas antes del 
experimento, y los niveles de expresión de la proteína fueron evaluados mediante Western 
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Blot (Figura 46B). La línea que expresa Cdt2 de manera inducible descripta anteriormente 
no pudo utilizarse para estos experimentos debido a que el vector pLL3.7 contiene GFP en 
su secuencia, y las células expresan GFP constitutivamente.  
 
Figura 45. Análisis del reclutamiento de G9a a los sitios de daño al ADN. El silenciamiento de Cdt2 disminuye el 
reclutamiento de G9a a los sitios de daño. La línea celular que expresa G9a-GFP fueron transfectadas con ARN de 
interferencia control (SiNS) y contra Cdt2 (SiCdt2). Fueron sensibilizadas con BrdU y se analizó el reclutamiento 
de la proteína luego de irradiar una región del núcleo con un láser de 405 nm. Las regiones irradiadas se señalan 
con las puntas blancas en cada foto. El tiempo de cada imagen está indicado. 
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Como puede observarse en las imágenes de la Figura 45, cuando los niveles 
proteicos de Cdt2 disminuyen (SiCdt2), la intensidad de fluorescencia (debida al 
reclutamiento de G9a) en los sitios irradiados (marcados en cada célula) es menor que los 
sitios irradiados en el control (SiNS). Esto es indicativo de que CRL4Cdt2 cumple un rol 
importante en el reclutamiento de G9a a los sitios de daño al ADN. La Figura 46A muestra la 
cuantificación del reclutamiento de G9a luego del fotoblanqueo. 
 
Figura 46. El silenciamiento de Cdt2 disminuye el reclutamiento de G9a a los sitios de daño. (A) Cuantificación del 
reclutamiento, determinado por la intensidad de fluorescencia luego del fotoblanqueo a medida que pasa el 
tiempo. (B) Análisis de los niveles de expresión de Cdt2 evaluados por Western Blot. 
Con este último experimento se evidenció que el silenciamiento de Cdt2 tiene un 
efecto en el reclutamiento de G9a a los sitios de daño al ADN. Este resultado, si bien es 
preliminar y más experimentos son necesarios, nos presenta un buen escenario biológico 

















• Mediante una inmunoprecipitación en tándem seguida de una espectrometría de 
masa, se logró purificar Cdt2 en la fracción cromatínica y se identificó al complejo 
formado por G9a/GLP/ZNF644 y WIZ como interactor de este receptor de sustratos. 
Tanto la E3 ligasa CRL4Cdt2, como G9a/GLP/ZNF644 y WIZ, se encuentran asociados a 
las horquillas de replicación. 
• No fuimos capaces de determinar con exactitud el degron de G9a que nos hubiese 
permitido generar versiones mutantes de G9a incapaces de unirse con CRL4Cdt2. Por 
lo tanto, intentamos determinar cuál era la región de interacción de Cdt2 con G9a. 
Se pudo comprobar que la metiltransferasa interactúa con los dominios WD40 de 
Cdt2, estructura clave en la interacción con sus sustratos. Sin embargo, no se pudo 
determinar la región de interacción en Cdt2 con mayor precisión, debido a que se 
sabe que cualquier tipo de mutación en estos dominios provoca cambios 
estructurales profundos. 
• En experimentos con cicloheximida, utilizando ARN de interferencia o una línea que 
expresa Cdt2 de manera inducible, se determinó que CRL4Cdt2 no regula los niveles 
proteicos totales de G9a/GLP/ZNF644 y WIZ en la fracción cromatínica. Sin embargo, 
no podemos descartar que sólo una pequeña fracción de alguno de los componentes 
del complejo G9a/GLP/ZNF644/WIZ se encuentre regulado por la E3 ligasa bajo 
alguna condición determinada. 
• G9a y GLP se desplazan desde la fracción soluble a la cromatínica a medida que 
transcurre el ciclo celular. Sin embargo, estas metiltransferasas no se degradan en la 
fase S del ciclo como los sustratos ya descriptos de CRL4Cdt2. 
• Aunque se pudo comprobar que los componentes del complejo formado por 
G9a/GLP/ZNF644 y WIZ están poliubiquitinados, esta modificación no está afectada 
por la concentración de Cdt2. Sin embargo, no se puede descartar que CRL4Cdt2 
medie la monoubiquitinación de alguna de estas proteínas o que la 
poliubiquitinación suceda como respuesta a un estímulo determinado.  




• Debido a que G9a puede metilar proteínas no histonas, se realizó un análisis de las 
modificaciones post-traduccionales de Cdt2 utilizando las líneas que no expresan 
G9a y GLP antes descriptas. Los resultados obtenidos demuestran que no existen 
péptidos de Cdt2 diferencialmente metilados en las distintas líneas analizadas. Sin 
embargo, es importante mencionar que se requieren estudios adicionales y más 
detallados para obtener una respuesta más sólida y definitiva.  
• Se encontró que el reclutamiento de G9a a los sitios de daño generados mediante 
micro irradiaciones disminuye cuando Cdt2 está silenciado. En este sentido, se han 
obtenido resultados preliminares muy alentadores. Esperamos que en estudios 
posteriores podamos ahondar más en la caracterización molecular del eje 
















La ubiquitinación de proteínas cumple un rol central en el control de la homeostasis 
celular y, en este sentido, está ampliamente demostrado que alteraciones en esta vía 
pueden contribuir a la transformación oncogénica de las células (87, 144). Dentro del grupo 
de las E3 ligasas, CRL4Cdt2 se destaca como un regulador fundamental del ciclo celular y de la 
proliferación celular que también cumple un rol importante en el proceso de reparación del 
ADN. Por lo tanto, no es sorprendente que los componentes del complejo CRL4Cdt2 se 
encuentren sobre-expresados en varios tipos de tumores, y que sus niveles de expresión se 
correlacionen con el tamaño tumoral, la presencia de metástasis y una baja supervivencia 
de los pacientes (93-97, 129, 145, 146). Con el fin de identificar nuevos interactores que nos 
ayuden a comprender los mecanismos moleculares por los cuales CRL4Cdt2 ejerce su 
actividad oncogénica, se realizó una purificación de Cdt2 sobre-expresado en diferentes 
condiciones y posteriormente se analizó por espectrometría de masa.  
El enfoque experimental utilizado se diseñó teniendo en cuenta que la mayoría de 
los sustratos hasta ahora descriptos de la E3 ligasa CRL4Cdt2 deben asociarse a la cromatina 
para interactuar con Cdt2 (51, 52, 138). Para aumentar las posibilidades de detectar 
sustratos de esta E3 ligasa, se utilizó un inhibidor de proteosoma o un inhibidor indirecto de 
las cullinas. Además, debido a que CRL4Cdt2 cumple un rol importante durante la reparación 
del daño al ADN se realizaron purificaciones a partir de células tratadas con distintos 
agentes genotóxicos, (74, 76, 147, 148). En este sentido, no se identificó ningún interactor 
que se asociara a Cdt2 de manera específica en respuesta al daño. 
El análisis de los resultados obtenidos demuestra que, a través del procedimiento de 
purificación utilizado, logramos un enriquecimiento específico de interactores de Cdt2 en la 
fracción cromatínica. Si bien no fuimos capaces de purificar ninguno de los sustratos 
conocidos de CRL4Cdt2, es importante destacar que este fenómeno se verificó en distintos 
casos en los cuales se utilizó con éxito esta metodología en el pasado para la identificación 
de nuevos sustratos de otras E3 ligasas (54). 
Una vez identificados los interactores obtenidos de las purificaciones sobre la 
cromatina, los mismos se ordenaron teniendo en cuenta su frecuencia relativa en las 
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distintas condiciones analizadas. Cuando se procedió con el estudio de los candidatos mejor 
posicionados en el orden de mérito generado, los primeros cuatro representaban proteínas 
que se asocian a moléculas de ARN. Si bien eran los más abundantes en nuestras 
purificaciones decidimos no focalizar nuestra atención en ellos debido a que Cdt2 posee en 
su estructura dominios WD40, que también pueden mediar la asociación a moléculas de 
ARN (134, 138). Por lo tanto, la purificación de estos factores en las inmunoprecipitaciones 
de Cdt2 podía representar un artefacto de la sobre-expresión de este último. 
El gen que seguía en la lista de interactores identificados era Ehmt1, que codifica 
para la proteína GLP, y entre los primeros 12 candidatos también se encontraba Ehmt2, que 
expresa la proteína G9a. Ambas proteínas tienen la capacidad de heterodimerizar y forman 
un complejo catalítico activo en las células, responsable de la metilación de la histona 3 en 
la lisina 9 (103, 105). Esta marca epigenética importante para la organización de la 
heterocromatina está relacionada con el silenciamiento transcripcional y la diferenciación 
celular (100). G9a y GLP son proteínas muy grandes, de 1210 y 1298 aminoácidos, 
respectivamente (149, 150), y en su secuencia se han identificado diferentes dominios 
estructurales con distintas funciones. G9a y GLP interactúan a través de sus dominios SET 
que se localizan cerca del N-terminal. Contienen además dominios de repetición de 
Anquirinas en tándem, mediante los cuales reconocen y se unen preferencialmente a la 
lisina 9 mono o dimetilada de la Histona 3 (104, 151). Asimismo se ha identificado también 
cerca del N-terminal de las metiltransferasas un dominio de activación de la transcripción 
(106).  
Está ampliamente demostrado que la vía de ubiquitinación participa activamente de 
la regulación de los factores responsables de la modificación post-traduccional de las 
histonas, y que esta interacción funcional es crítica para el mantenimiento de la 
homeostasis celular. En particular, se sabía que la ligasa formada por la Cullina 4 y DDB1 
regulaba, en modo indirecto, la metilación de histonas. Además y en línea con lo anterior, 
existían evidencias de que la inactivación de la Cullina 4 y de DDB1 inhibían la trimetilación 
de la Histona 3 en la lisina 9 y la 27, aunque no se conocía cuál era el receptor de sustrato 
involucrado (83). Asimismo, entre los sustratos conocidos de CRL4Cdt2 se encuentran otras 
proteínas encargadas de la remodelación y la reorganización de la cromatina, como Set8, 
TGD, MMSET (72-74, 76-79). Por lo tanto, en base a todas estas observaciones era de 
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esperar que la interacción de Cdt2 con G9a y GLP tuviera un rol importante en procesos 
asociados a la regulación de la duplicación y control de la expresión génica. 
Por otro lado, distintas evidencias experimentales demostraban que en distintos 
tipos de cáncer los niveles de G9a y GLP se encuentran desregulados, y la sobre-expresión 
de estas, al igual que la de los componentes del complejo CRL4Cdt2, se asocia a fenotipos de 
cáncer más agresivos (117, 118, 152-157). En este sentido, se ha reportado que el 
silenciamiento de G9a inhibe la proliferación en distintas líneas celulares (158, 159). Además 
se ha observado que la expresión de G9a y GLP es necesaria para el mantenimiento del 
fenotipo maligno, poniendo de manifiesto su alto potencial como un posible blanco para la 
intervención terapéutica en cáncer (113). 
Una vez seleccionados G9a y GLP como posibles candidatos, se validó la interacción 
entre Cdt2 y G9a y GLP a través de ensayos de co-inmunoprecipitación en la fracción 
cromatínica. 
Como se ha descripto anteriormente, una E3 ligasa puede regular la ubiquitinación 
de varios sustratos. Asimismo, numerosos estudias han identificado proteínas que son 
sustrato de diferentes E3 ligasas. En línea con lo anterior, dos grupos independientes han 
reportado mecanismos mediante los cuales diferentes E3 ligasas regulan los niveles de G9a 
y GLP. Por un lado, en células senescentes, la E3 ligasa APC/CCdh1 (que pertenece a la misma 
clase de E3 ligasas que CRL4Cdt2) induce la degradación proteosomal de G9a y GLP en 
respuesta al daño del ADN (136). En coincidencia con lo antes descripto, otro sustrato de la 
E3 ligasa CRL4Cdt2, Set8, también es regulada por la misma E3 ligasa, APC/CCdh1, durante la 
fase G1 del ciclo celular (70). Asimismo, se ha demostrado que la E3 ligasa pVHL está 
también involucrada en la regulación de G9a. En condiciones de normoxia, un pequeño pool 
de G9a se hidroxila en residuos específicos de prolina y es ubiquitinada por pVHL para su 
degradación proteosomal. En hipoxia, este pool de G9a no puede ser hidroxilado, se 
estabiliza y aumenta su reclutamiento a la cromatina para contribuir a la represión 
específica de ciertos genes (111, 112). 
El objetivo de este trabajo consistía en evidenciar el fenotipo ocasionado por la 
regulación de los sustratos identificados por parte de la E3 ligasa CRL4Cdt2. A este fin se 
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debían generar versiones mutantes de los interactores seleccionados, G9a y GLP, insensibles 
a la acción de la E3 ligasa CRL4Cdt2. Por lo tanto, el paso siguiente en la caracterización 
funcional consistió en delimitar la región de interacción de G9a con Cdt2 (degron). El grupo 
del Dr. Eiji Hara, nos facilitó las construcciones de G9a con las que comenzamos la 
identificación del posible degron de la metiltransferasa reconocido por CRL4Cdt2 (136). En un 
primer momento, utilizando las construcciones que expresan G9a full lenght y versiones 
mutantes de deleción de esta proteína antes mencionadas se identificó una región de G9a 
involucrada en la interacción con Cdt2 (entre los aminoácidos 425-685). Sin embargo, 
cuando se procedió con la sustitución de residuos específicos en el contexto de la proteína 
completa no fue posible encontrar un mutante de G9a que no interactuara con Cdt2. Una 
posible explicación de estos resultados es que la generación de mutantes de deleción con 
codones de stop genera cambios conformacionales profundos en la estructura 
tridimensional de la proteína G9a que impiden su asociación con Cdt2. Una alternativa era 
construir una versión mutante de G9a en la cual se hubiera eliminado la región 425 a 685. 
Sin embargo, considerando los resultados contradictorios que obtuvimos en el proceso de 
mapeo del degron en G9a no podíamos estar seguros de la validez de los resultados que 
obtendríamos con esa versión mutante. Por lo tanto, a pesar de que se abordaron 
numerosas estrategias diferentes con el fin de identificar el degron en G9a, ninguna de ellas 
nos permitió delimitar la mínima región de G9a necesaria para la interacción con Cdt2. En 
este sentido, no podemos descartar que la interacción entre estas proteínas este modulada 
por alguna modificación post-traduccional, y que las mutaciones generadas en G9a 
interfieran con esos procesos. 
Las dificultades que se presentaron en nuestro trabajo durante la identificación del 
degron de G9a se corresponden con datos publicados por otros grupos de investigación. En 
el caso particular de la E3 ligasa APC/CCdh1 citado anteriormente, los autores no pudieron 
determinar con exactitud el dominio de G9a y GLP necesario para la interacción con el 
receptor de sustratos Cdh1 (136). En línea con lo anterior, otros grupos de investigación 
reportaron resultados contradictorios en sus intentos por determinar la región mediante la 
cual G9a se une con otros factores proteicos (110, 160).  
Para sortear estas dificultades que encontramos durante la identificación de la 
región de interacción de G9a con Cdt2, intentamos determinar cuál era la región de Cdt2 
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que mediaba la unión con G9a. Nuestros resultados mostraron que G9a interactúa con los 
dominios WD40 de Cdt2. Estos forman una plataforma mediante la cual Cdt2 se une a sus 
sustratos y por lo tanto era un dato alentador que respaldaba nuestra hipótesis de que 
existía una interacción funcional entre los complejos CRL4Cdt2 y G9a/GLP. Sin embargo, no 
fue posible continuar con la identificación de una región mínima de interacción en Cdt2, 
debido a que está ampliamente aceptado que mutaciones en los aminoácidos que forman 
parte de estos dominios alteraran su estructura tridimensional. 
En 2015, dos grupos de investigación demostraron que el complejo formado por G9a 
y GLP interactuaba con ZNF644 y WIZ para asociarse a la cromatina, y que todo el complejo 
se encuentra asociado a los centros de replicación (106, 107). Basándonos en estas 
evidencias, realizamos un nuevo análisis de la lista generada con los datos obtenidos de 
nuestras purificaciones de Cdt2, y verificamos que ZNF644 y WIZ, al igual que G9a y GLP, 
estaban presentes dentro de los primeros 12 posibles interactores de Cdt2. En base a estos 
resultados decidimos ampliar nuestra caracterización a todos los miembros de este 
complejo multiproteico. En este sentido, nuestros resultados demostraron que CRL4Cdt2 se 
asocia efectivamente a todo el complejo formado por G9a/GLP/ZNF644 y WIZ, sugiriendo 
que esta interacción posiblemente posea un significado funcional importante en la 
regulación de procesos relacionados con la replicación y la reparación del ADN. Asimismo, a 
partir del análisis detallado de los datos crudos del trabajo antes citado, se confirmó que 
Cdt2 estaba presente en los centros de replicación y que los niveles de Cdt2 se 
correlacionan con los de los componentes del complejo antes mencionado (107). 
Basándonos en estos últimos resultados, no podemos descartar que Cdt2 interactúe 
con G9a y GLP a través de ZNF644 o WIZ, y en este sentido estamos generando las 
herramientas necesarias para poder estudiarlo. 
Si bien no pudimos identificar la región de interacción entre Cdt2 y G9a, decidimos 
evaluar si CRL4Cdt2 regulaba la ubiquitinación y la vida media de alguno de los miembros del 
complejo formado por G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. A este fin utilizamos distintas metodologías, 
y nuestros resultados indican que variaciones en los niveles de Cdt2 no producen cambios 
en los niveles de poliubiquitinación y estabilidad de ninguna de las proteínas de complejo. 
Sin embargo, no podemos descartar que ante un estímulo determinado CRL4Cdt2 regule 
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algún miembro de este complejo en modo similar a lo observado por otros grupos de 
investigación (112, 136). 
Teniendo en cuenta que el silenciamiento prolongado de Cdt2 tiene efectos 
negativos en las células, no se pudieron realizar experimentos para determinar si la 
reducción de los niveles de Cdt2 afecta la poliubiquitinación de G9a/GLP/ZNF644 y WIZ. 
Dichos experimentos tampoco se podían llevar a cabo en la línea celular que expresa Cdt2 
de manera inducible, debido a que la construcción expresa una versión de Cdt2 etiquetada 
con FLAG e inmunoprecipitaría junto con el vector TR-TUBE que se utiliza para estudiar el 
proceso de poliubiquitinación. Actualmente estamos generando nuevas herramientas para 
sobreponernos a estas complicaciones. 
Como se comentó anteriormente, la regulación de la mayoría de los sustratos de 
CRL4Cdt2 caracterizados sucede cuando están asociados a la cromatina, durante la fase S del 
ciclo celular (138). Por lo tanto, decidimos evaluar los niveles proteicos de G9a y GLP a lo 
largo del ciclo celular. Si bien observamos que los niveles proteicos de G9a y GLP aumentan 
durante la fase G1 del ciclo celular sobre la cromatina, estos se mantienen estables durante 
la progresión hacia la fase S del ciclo celular. Estos resultados están en línea con nuestras 
observaciones que indican que la interacción entre CRL4Cdt2 y G9a/GLP no promueve su 
poliubiquitinación y degradación proteosomal. 
Entre las funciones de G9a conocidas, se sabe que tiene la capacidad de 
autometilarse en la lisina 239, creando un sitio de unión para HP1 (101, 161). También 
puede metilar otras proteínas, entre las que se encuentran descriptas CDYL1, WIZ y ACINUS. 
Este tipo de modificación post traduccional de sustratos no histónicos tiene un rol 
fundamental también en la regulación de la transcripción génica. Se ha descripto también 
que G9a puede metilar a Reptin y Pontin, dos factores remodeladores de la cromatina que 
se encargan de modular la actividad transcripcional de HIF1α en condiciones de hipoxia 
(162, 163). En línea con lo anterior, G9a regula a través de la metilación de p53 su actividad 
como factor de transcripción (164). Asimismo, recientemente, un trabajo demostró que G9a 
y GLP posee la capacidad de metilar la Ligasa de ADN 1 (LIG1). Esta modificación incrementa 
la capacidad de LIG1 de interactuar con la E3 ligasa UHRF1 y lo recluta a los sitios de 
replicación para promover la metilación del ADN (165). Este trabajo también demuestra que 
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existe una regulación coordinada entre la replicación del ADN, la metilación y el ensamblado 
de la cromatina (166, 167). 
Teniendo en consideración estas observaciones, y que en nuestras condiciones 
experimentales CRL4Cdt2 no afectaba los niveles proteicos de G9a y GLP, decidimos entonces 
evaluar si Cdt2 era un sustrato de la actividad metiltransferasa de G9a y GLP. El análisis de 
resultados obtenidos nos indica que Cdt2 no puede funcionar como sustrato de metilación 
de G9a y GLP. Sin embargo, nuestros experimentos no fueron concluyentes en este sentido 
y no podemos descartar la posibilidad de que G9a y GLP modulen la actividad de CRL4Cdt2. 
En este sentido planeamos utilizar otra forma de analizar si Cdt2 se encuentra modificado 
post-traduccionalmente por las metiltransferasas G9a/GLP. Esta metodología consiste en 
mutar los péptidos RK y evaluar la capacidad de interacción de Cdt2 con G9a/GLP, así como 
también, la capacidad catalítica de estos mutantes en distintas condiciones. 
Si bien ya se sabía que G9a y GLP cumplen una función importante en el ensamblado 
de la cromatina, así como también, la relación de este complejo con la replicación (108, 
160), en el último tiempo, ha despertado el interés de varios grupos de investigación el rol 
que posee G9a en la reparación del ADN (110, 168). En este sentido trabajos publicados en 
2017 postulan que el uso de inhibidores específicos de esta metiltransferasa promueve la 
muerte de las células cancerígenas evitando la reparación del daño al ADN, aunque no está 
caracterizado en detalle el rol que G9a cumple durante este proceso (114, 119, 169). En este 
sentido, más recientemente, otro grupo de investigación ha logrado definir la función que 
posee G9a en situaciones que causan estrés genotóxico. En particular se ha demostrado que 
ante un estímulo que causa daño al ADN, G9a es fosforilado por la quinasa CK2, y se recluta 
a los sitios de daño. Una vez reclutado, G9a interactúa con RPA y permite la formación de 
focos RPA-Rad51 que intervienen en la reparación del ADN por recombinación homóloga 
(110). En línea con lo anterior, recientemente otros trabajos comprueban que GLP también 
se recluta a los sitios de daño durante la reparación del ADN (168). Teniendo en cuenta los 
datos antes comentados, y que además existe evidencia que respalda la importancia de la 
E3 ligasa CRL4Cdt2 en la regulación de distintos factores proteicos durante la reparación del 
ADN (58-60, 137), la reparación del daño al ADN podría representar un potencial escenario 
biológico donde la interacción entre G9a/GLP y Cdt2 puede cumplir un rol fundamental. 
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A partir de estos datos, decidimos evaluar los niveles proteicos de G9a y GLP en 
experimentos con agentes inhibidores de topoisomerasa, que causan daño al ADN en las 
células que están replicando su genoma. Si bien un primer análisis de los niveles totales de 
G9a y GLP en la fracción cromatínica no mostró cambios en los distintos tratamientos, 
resultados preliminares muy alentadores nos sugieren que puede existir un mecanismo 
mediante el cual G9a y Cdt2 estén trabajando de manera conjunta en la respuesta al daño al 
ADN. En particular, mediante experimentos de microscopía, se evidenció que el 
silenciamiento de Cdt2 afecta el reclutamiento de G9a a los sitios donde se genera daño al 
ADN. Un rol conjunto de G9a y Cdt2 durante la reparación del ADN podría explicar el hecho 
de que ambas proteínas estén sobre-expresadas en diferentes tipos de cáncer. 
Debido a que los estudios de otros grupos de investigación vinculan a G9a con la 
reparación del daño al ADN por recombinación homóloga, que tiene específicamente lugar 
durante la fase S del ciclo celular, estamos generando herramientas que nos permitan 
identificar y trabajar en células que estén activamente replicando du ADN. En este sentido 
estamos desarrollado momento una línea celular que además de expresar GFP-G9a, tiene 
incorporado una construcción que expresa mPlum-PCNA, un marcador que cambia su 
distribución subcelular según la fase del ciclo celular en que se encuentran las células 
analizadas.  
Por último, el control de la salida del ciclo celular puede representar otro escenario 
biológico en el cual la interacción entre G9a/GLP y Cdt2 posea un rol importante. En este 
sentido, existen evidencias de que por un lado la degradación de Cdt2 dependiente de la E3 
ligasa SCFFBXO11 es necesaria para la salida del ciclo celular (54). De hecho, si se inhibe la 
degradación de Cdt2 y sus niveles se estabilizan, la salida del ciclo se ve retrasada. Por otro 
lado, un estudio reciente demuestra que G9a cumple un rol de suma importancia en la 
regulación de la proliferación y la diferenciación celular en los mioblastos. Una de las 
características de las células diferenciadas, es que se arrestan y pierden la capacidad de 
proliferar (170). En el trabajo citado anteriormente, los autores demuestran que el aumento 
en los niveles de G9a (al igual que el aumento de los niveles de Cdt2) bloquea la salida del 
ciclo celular e incrementa la proliferación, debido a que G9a interactúa con E2F1/PCAF 
activando la transcripción de genes específicos, e inhibiendo la transcripción de genes diana 
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PRDM10                 1   1     2           
MAPK13       1     1                     3   
RNF187     1     1                 3         
CHD7                             3         
BAZ1A                             2 1       
POGZ                     2       1         
DHX8                       1       2       
MORC4                         1   2         
RBM25                     2     1           
DUS3L                     2 1               
TFCP2                             3         
ETV3                     3                 
ZIC2                           1 2         
SNX5                             3         
CBX6                           2   1       
WDR74                             1       2 
MKI67IP                     3                 
MTAP                         3             
MSX2                             2   1     
GATAD1                           1 1 1       
    
 
IMP3                           1 1   1     
POLE3                     1       2         
NDUFA11                               2 1     
LSM2                           3           
STRN4   3 2   2 2   1                   2   
SLC25A1   1   5   1                     2     
CAMSAP1L1           1 1     1           1   1   
RNF114           2         2                 
SRPK1     1                 1     1         
NT5C           1                 2         
ARID2                           2           
BCORL1                             2         
RREB1                         1   1         
PHRF1                             1       1 
ASXL1                             2         
MED14                     1         1       
SNAPC4                             2         
TOPORS                             2         
ZZZ3                             2         
SRRT                     1       1         
    
 
MPHOSPH8                             2         
UHRF1                     2                 
PPIG                                     2 
BARD1                     2                 
GNL2                       2               
FAF1                             2         
NOLC1                               1 1     
LRIT1                         2             
NEIL3                               2       
CENPB                     2                 
BBS1                             2         
ZGPAT                     2                 
WT1                             2         
FBRS                         1   1         
RUNX3                             2         
HMG20A                             2         
CCDC109A                       1 1             
TRIM44                               2       
ERCC1                             2         
HOXA11                       2               
    
 
GTF2H3                         1   1         
CCDC137                             2         
NSMCE2                             2         
SNRPB2                                     2 
HOXB6                     2                 
NFYB                     2                 
CBX5                                     2 
MRFAP1                     2                 
KCNG4       1         1 1     1             
MECOM                 1             1       
DDX52                 1           1         
FAM60A                 1       1             
IER2                 1       1             
PANK4   2 3   4         2               1   
COX15   4     1 1   2             1         
FBXL12         4 4                   1       
HSPB8   2 2     2                       1   
OSTC       1 2 1       1               1   
TRPC4AP         1 2                       1   
CBWD2   1     2                           1 
    
 
EXOSC4                   3         1         
URB1         1 1                 1         
UGGT2       2                           1   
SMYD4       2                     1         
GALNT9             1 1         1             
RUNDC1         1   1                 1       
STARD7         2                   1         
DOHH       2                     1         
POLA1     1                       1         
ZRANB1           1           1               
METTL3       1                       1       
C20orf7 1                         1           
RPL7L1       1                     1         
C12orf45         1                   1         
NDUFB11           1                       1   
ZNF398         0                   1         
FOXS1                             0     1   
RBBP6                 2                     
ESRP2                 2                     
TMEM49 2 1 2 1 4 3 2 2                       
    
 
SLC27A4 1   2 3 3                             
TARBP2 3 2     4                             
CNIH4   2   2   2 1     2                   
TPP2                   8                   
NCAPH2   2   2   2                           
IK   2     1 2                           
NCLN 1 1   2 1                             
SLC35E1 2   1 2                               
ATAD1         2   2 1                       
CDK2     1   2     2                       
SLC25A26       2 1         2                   
ZER1         3 1                           
ZNF493   1 1 1   1                           
MGAT2   1 1 2                               
NOB1     1 1 2                             
MRPL44           1       3                   
MAPRE2   2         2                         
ZDHHC7                   4                   
GRIA3         2 1                           
ITPKC   1     2                             
    
 
NAE1         2 1                           
FADS2   1     2                             
C3orf58     1     2                           
TFB2M         3                             
CREBZF         1     2                       
SUCLG1   2     1                             
SLC25A15         3                             
NDUFB10       2   1                           
MPV17       3                               
UTRN         1   1                         
ZZEF1         1         1                   
NIPBL     2                                 
SORL1         1 1                           
EXOC4         2                             
DCAF5   1     1                             
DPP9     1   1                             
FASTKD1         2                             
EXOC6       2                               
ERCC3           2                           
EXOC7         2                             
    
 
HIF1A           2                           
EMILIN3     1     1                           
LMF2         2                             
TSNAXIP1   1       1                           
SLC20A1         1 1                           
SLC6A15         1         1                   
DCAF15           1   1                       
ITPRIPL1           1 1                         
GPC4           2                           
DPYSL4 1         1                           
POLR3C         2                             
PRAME         2                             
CDKL2       1   1                           
NLE1             2                         
CCNA2                   2                   
WDR12           2                           
MKRN2           1       1                   
MPI       2                               
KLHDC2   1           1                       
GCNT2         2                             
    
 
TSSC1       2                               
PCYT1A         2                             
FOXQ1       1   1                           
LIMS2         1   1                         
AMD1               2                       
SLC25A19           2                           
SLC25A17       2                               
MCART6   1               1                   
C18orf19       2                               
BHLHE23     1   1                             
MRPS23           2                           
BNIP3     2                                 
TMEM126A       2                               
TRAPPC1     2                                 
MRPS6           2                           
KRTAP2-1           1       1                   
MYEOV2               2                       


















































































































Guía #1 AGATGCGGGGTCTACCGAGA GGG 
Guía #2 GAGATGCGGGGTCTACCGAG AGG 




Guía #1 ATGAGTGGTGTAGCCCCTAC AGG 
Guía #2 GCAGGGTTTCTTCACTACGA GGG 
Guía #3 GGCAGGGTTTCTTCACTACG AGG 
 
Para GLP 
Guía #1 CAACACACTAACTCGGATAG CGG 
Guía #2 CTAACTCGGATAGCGGAAAA TGG 
Guía # 3 CGCTATCCGAGTTAGTGTGT TGG 
 
Primers  
CRISP_G9a_1_1F CACCGAGATGCGGGGTCTACCGAGA 
CRISP_G9a_1_1R AAACTCTCGGTAGACCCCGCATCTC 
CRISP_G9a_1_2F CACCGGAGATGCGGGGTCTACCGAG 
CRISP_G9a_1_2R AAACCTCGGTAGACCCCGCATCTCC 
CRISP_G9a_1_3F CACCGCTCGGTAGACCCCGCATCTC 
CRISP_G9a_1_3R AAACGAGATGCGGGGTCTACCGAGC 
CRISP_G9a_3_1F CACCGATGAGTGGTGTAGCCCCTAC 
CRISP_G9a_3_1R AAACGTAGGGGCTACACCACTCATC 
CRISP_G9a_3_2F CACCGGCAGGGTTTCTTCACTACGA 
CRISP_G9a_3_2R AAACTCGTAGTGAAGAAACCCTGCC 
CRISP_G9a_3_3F CACCGGGCAGGGTTTCTTCACTACG 
CRISP_G9a_3_3R AAACCGTAGTGAAGAAACCCTGCCC 
CRISP_GLP_1F CACCGCAACACACTAACTCGGATAG 
CRISP_GLP_1R AAACCTATCCGAGTTAGTGTGTTGC 
Anexo 
 135 
CRISP_GLP_2F CACCGCTAACTCGGATAGCGGAAAA 
CRISP_GLP_2R AAACTTTTCCGCTATCCGAGTTAGC 
CRISP_GLP_3F CACCGCGCTATCCGAGTTAGTGTGT 
CRISP_GLP_3R AAACACACACTAACTCGGATAGCGC 
 
 
 
 
  
